Production d'embryons somatiques de carotte (Daucus carota) en bioréacteur à rubans hélicoïdaux by Lavoie, Luc
PRODUCTION D'EMBRYONS SOMATIQUES DE CAROTTE (Doucus cama) 
EN BIORÉACTEUR A RUBANS HÉLICOÏDAUX 
LUC LAVOIE 
DÉPARTEMENT DE GÉNIE CHIMIQUE 
ÉCOLE POLYTECHNIQUE DE MONTREAL 
MÉMOIRE PRÉSENTÉ EN VUE DE L'OBTENTION 
DU GRADE DE M A ~ U S E  ÈS SCIENCES APPLIQUÉES 
(&NIE CIIIMIQUE) 
MARS 1997 
Luc Lavoie, 1996 
National library l*I of,,,, Bibliothèque nationale du Canada 
Acquisitions and Acquisitions et 
Bibliographie Services senrices bibliographiques 
395 Wellington Street 395. rue Wellingtori 
Ottawa ON K1A ON4 Ottawa ON K I  A ON4 
Canada Canada 
The author has granted a non- L'auteur a accordé une licence non 
exclusive licence dowing the exclusive permettant à la 
National Library of Canada to Bibliothèque nationale du Canada de 
reproduce, loan, distribute or sell reproduire, prêter, distribuer ou 
copies of this thesis in microform, vendre des copies de cette thèse sous 
paper or electronic formats. la fome de microfichelfilm, de 
reproduction sur papier ou sur format 
électronique. 
The author retains ownership of the L'auteur conserve la propriété du 
copyright in this thesis. Neither the droit d'auteur qui protège cette thèse. 
thesis nor substantial extracts fiom it Ni la thèse ni des extraits substantiels 
may be printed or otherwise de celle-ci ne doivent êîre imprimés 
reproduced without the author' s ou autrement reproduits sans son 
permission. autorisation. 
Ce mémoire intitulé: 
PRODUCTION D'EMBRYONS SOMATIQUES DE CAROITE (Daucus carota) 
EN BIORÉACTEUR À RUBANS H ~ ~ I C O Ï D A U X  
présenté par: LAVOE Luc 
en vue de l'obtention du dipl6rne de: Maîtrise ès sciences ap~liquées 
a &5 dûment accepté par le jury d'examen constitué de: 
M. PERRTER Michel, Ph.D., président 
M. CHAVARIE Claude, Ph.D., membre et directeur de recherche 
M. ARCHAMBAULT Jean, Ph.D., membre et codirecteur de  recherche 
M. BAZINET Christo~he, Ph-D., membre 
Je dédie ce m é m o i r e  B Qing, 
m a  conjointe et soutien moral incondit ionnel . . .  
C e  p r o j e t  de m a i t r i s e  a été e n t r e p r i s ,  p u r e u i v i  et complété grZce à 
l'aide f inanc ia re  du Conseil  de recherches en sc iences  n a t u r e l l e s  e t  en 
g h i e  du Canada (CRSNGJ et  de la Fondation de Polytechnique. 
Merci aux Profeeseure Jean Archambault et Claude Chavarie pour l e u r  
encadrement académique durant  ce  p ro je t .  Merci a Marie-France Pépin pour 
son généreux support  professionnel, a i n e i  qu'a Robert Williams e t  aux 
é t u d i a n t s ( t e s ]  du l a b o r a t o i r e  de c u l t u r e  de c e l l u l e s  de  BIOPRO. Merci à 
t o u t  l e  personnel de BIOPRO et  du d6parternent de génie chimique de  l e E c o i e  
Polytechnique pour l e u r  a s s i s t a n c e  adminietrative ou technique.  
Merci aux membres de ma f a m i l l e  et B m e s  amie(es) qui ,  de p r è s  o u  d e  l o i n ,  
m'ont soutenu e t  encouragé par l e u r  confiance et l e u r  pa t i ence .  
De toutes les methodes de propagation v€g€tale asexuée, l'embryogengse 
somatique a le plus de potentiel parce qu'elle permet d'obtenir en très 
grand nombre des clones complets exempts de pathoghes et parce que sa 
mise à l'échelle semble techniquement realieable. Par contre, elle n'est 
encore utilieée qu'en recherche et on ne lui connaît a ce jour aucune 
application commerciale. Les principaux retards a appliquer l'embryogenèse 
somatique vdgetale sont liés au manque de compréhension de ce phénomène 
éminemment complexe, manque qui est en partie dû au fait que la plupart 
des études rapportées sont effectuées avec des cultures in vitro où les 
conditions physico-chimiques ne sont ni suivies ni contr6lées. Le préeent 
projet de recherche propose donc de systématiser l'usage du bioréacteur à 
rubans hélicoïdaux dans l'gtude de l'embryogenèse eomatique. 
L'objectif principal est d'ivaluer comment le changement de la coneen- 
eration initiale d'armnonium influence le développement d'une lignée de 
cellules embryogenes de carotte (Daucus carota) lorsqu8elle est cultivée 
en cude. Deux modes de culture sont utilisés, soit le flacon agit6 
(mgthode traditionnelle) et le bioreacteur à rubans hélicoïdaux avec 
contrôle de l'oxyghe dissous à un niveau constant (20% de la saturation 
d'air dans I 'eau) . Des embryons eomatiquee de carotte sont produits au 
coure de six séries de cuvées effectuées en parallèle dans les deux modes 
de culture et où le milieu B5 de chaque série contient initialement 0, 2, 
5, 10, 15 et 20 mM d'ammonium. L'gvolution dans le temps des paramètres de 
croissance de la biomasee, du nombre d'embryons torpilles et de la 
concentration de8 macronutriments (glucides; anions nitrate, chlorure, 
phosphate et sulfate; et cations ammonium, sodium, potassium, magnhium et 
calcium) est euivie. 
Les tendances observée6 eonr globalement les miSmes en flacons et en bioré- 
acteurs, dont une production maximale d'embryons somatiques pour une con- 
centration initiale en ammonium de 15 mM. Toutefois, le mode bioréacteur 
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permet d'obtenir de 10% B 160% plus d'embryons qu'en flacons témoins selon 
la concentration initiale en annnonium alors que la production moyenne de 
biomasse est semblable dans les deux modes de culture (-13 g rn8.L") et que 
la biomasse sédimentée occupe en moyenne 10% moins d'espace du volume 
final d'une cuvée en bioréacteur que de celui d'une cuvée en flacon. De 
telles différences quantitatives, ainsi que celles rencontrées dans les 
mesures de rendements (croissance de la biomasse et production d'embryons) 
par rapport l'abeorption de dix macronutriments, semblent attribuables 
en partie aux effets directe ou indirecte du contrtile de la concentration 
en oxygene dieeoue a un niveau constant de 20% que seule permet la culture 
en bioréacteure. Ce8 differencee sont diecut6ea par rapport 3 certaines 
caract6rietiques de la différenciation cellulaire. 
Si les résultats de cette étude prouvent que la lignée embryogène consi- 
dérée (SPlb) a des besoins particuliers en ammonium, ils montrent aussi 
qu'elle en a très certainement pour l'oxygène et poesiblement pour le 
phosphate et le magnésium. Ainsi, il apparaît essentiel de pouvoir bien 
definir les besoins nutritionnels spécifiques B chaque lignée de cellules 
embryogènes et, si possible, 2i chacun des atadea du dgveloppement embryon- 
naire. Dans ce contexte, le bioréacteur & rubans hélicoïdaux constitue un 
outil de recherche indispensable B l'amélioration des connaiseanees sur 
l'embryogenàse somatique vegétale corne au d4veloppement d'applications 
pour celle-ci. 
Among t h e  various methode fo r  asexual maas propagation of plante,  somatic 
embryogeneais is the  one with t h e  greatest po ten t i a l  because it allows 
production of fu l l y  autonomous and diseaae-free clones, and i ts  scale-up 
ie t echnica l ly  f eaeible  . However, somatic embryogenesis ha8 only been used 
f o r  reaearch purposes and does not  yet have any corrimercial application.  
The main obstacles f o r  applying p l an t  somatic embryogenesia are r e l a t e d  t o  
t h e  lack  of understanding of t h i s  complex phenomenon, a lack which p a r t l y  
r eeu l t a  from etudies made with in vitro cu l tu re s  where physico-chemical 
condit ion8 are usually nei ther  monitored nor control led.  Hence, this 
research project  propoaed to use t h e  double-helical-ribbon-impeller 
bioreac tor  fo r  the  study of somatic embryogenesis. 
The main objective was t o  evaluate  how changing t h e  i n i t i a l  ammonium ion 
concentration affecta  t h e  developnent of a ca r ro t  (Daucus caxota) 
embryogenic ce11 l i n e  cultured under two modes of batch cul ture:  
t r a d i t i o n a l  shake f laaks  method and t h e  double-helical-ribbon-impeller 
bioreac tor  w i t h  controlled d i ~ s o l v e d  oxygen concentration at a constant 
level of 20% ( %  of a i r  sa tura t ion  i n  water). Carrot somatic embryos were 
produced during six series of experimenta conducted simultaneoualy i n  bot h 
c u l t u r e  modes. The BS media used i n  these six series contained i n i t i a l l y  
0, 2, 5, 10, 15 and 20 raki of ammonium- For each batch, parameters such as 
biomass growth, torpedo embryos' concentration and macronutrient 
(carbohydratee, ammonium, sodium, potassium, magnesium, calcium, n i t r a t e ,  
chlor ide ,  phosphate and sulphate) consumption w e r e  measured. 
The main t rends  observed were similar i n  flasks and bioreactors ,  including 
maximal eomatic embryo production when t h e  media contained i n i t i a l l y  15 mM 
of ammonium, However, t h e  bioreactor mode allows production of 10% to 160% 
more embryos than t h e  correaponding f l a sks  depending on t h e  i n i t i a l  
ammonium concentration, while t h e  average biomass production was s imi l a r  
i n  both inodes (-13 g dw.~-') and the s e t t l e d  biomaas a t  t h e  end of a 
bioreac to r  batch takee on average 10% l e se  space than a f l a s k  one. Such 
quan t i t a t i ve  di f ferences ,  a s  w e l l  as, those found when measuring t h e  
y i e ld s  (biomaae growth and embryo production) with respect  to t h e  
macronutrients* absorption, can p a r t l y  be seen as d i r e c t  or  i n d i r e c t  
effecta of maintaining t h e  dissolved oxygen concentration at 20%. These 
d i f fe rences  are discussed i n  reference t o  c e r t a i n  cha r ac t e r i s t i c s  of ce11 
d i f  f e r e n t  iat ion. 
The r e s u l t a  of t h i s  study prove t h a t  the SPlb embryogenic ce11 l i n e  used 
has s p e c i f i c  needs f o r  ammonium, and they al80 show t h a t  it requires 
oxygen and poseibly phosphate and magnesium. Thus, it appears t o  be 
e s s e n t i a l  t o  be able t o  define t h e  pa r t i cu l a r  nu t r i t i ona l  requirements of 
any embryogenic ce11 U n e  and, i f  possible,  of each embryo developmental 
s tage.  I n  t h i s  context, the double-helical-ribbon-impellet bioreactor  
cons t i t u t ee  an invaluable research t o o l  in order t o  Uaprove the 
understanding of eomatic embryogeneeia and to develop ueeful app l ica t ions  
f o r  t h i e  promising propagation method. 
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1.1 LES HUIRIHS, LES m S  ET LA BIOTBCXNOLOGIE 
De tout temps, les plantes et leurs d6rivés sont absolument vitaux pour 
les êtres humaine. Par exemple les v6g6taux comptent pour plus de 90% des 
ressources alimentaires globales de 1 humanité, alors qu ' environ 1% de 
celles-ci proviennent des ocgans et que le reste est comblé par les 
produite animaux, eux-même obtenus indirectement de6 plantes (Borlaug 
1983). Outre leur r8le alimentaire, les vt5gétaux fournieeent aussi de 
nombreuses substance~l naturelles (cellulose, huiles, principes médicinaux 
actifs, insecticides, parfums, saveurs, pigmenta, enzymes, hormones, 
acides organiques, additifs alimentaires, etc.) ainsi que de la biomasse 
utilisable B des fins herg&tiques, qui sont d'autant plus importantes au 
plan tSconomique qu'elles sont n6ceseaires au plan humain. Ainsi, environ 
25% des produite d'inter& pharmaceutique qui sont présentement comercia- 
lisés proviennent du monde végétal (Kreis Si Reinhard 1989). 
Par ailleurs, la population mondiale ne cesse de croître et on prévoit 
qu'au cours des premieres décennies du siècle prochain elle atteindra 8 
milliards d'gtres humains, soit le double de ce qu'elle etait en 1975, 
pour ensuite doubler a nouveau durant le demi siècle qui suivra (Borlaug 
1983). Un tel accroissement démographique signifie que d'ici quelques 
années la quantité totale de biomasse végétale requise pour combler 
plusieurs besoins humains, dont celui fondamental de se nourrir, aura 
doublée par rapport a 1975, ce qui se traduit par une preeaion sans cesse 
croissante sur le6 terree cultivables. Le dtSfi de produire toujoure plus 
de produits végétaux essentiels B l'humanité est relevé quotidiennement 
par des intervenants de tous les domainee relies 1 'agriculture, à la 
biologie, la foresterie et/ou a l'ingénierie. La biotechnologie végétale 
est l'un de ces domaines. Elle repose sur la combinaison de toutes les 
connaissances scientifiques et techniques disponibles pour améliorer les 
méthodes de production des plantes et de leurs dérivés. 
La culture in vitro est un outil important de la biotechnologie végétale 
qui, entre autree choses, permet d'effectuer certaines étapes du cycle de 
vie des plantes et d'obtenir certains produits connexes sans avoir à 
utiliser des terres cultivables. Dans cette perspective, il existe des 
methodes de culture in vitro qui peuvent, si elles sont pratiqdes sur des 
Qchelles assez grandes, r&duire coneiderablement les preasions économiques 
et dhographiquea exerc6ee sur ces terres tout en liberant les espèces 
véghtales ainsi produites des aléas de la geographie, des saisons, de la 
maladie, du climat et m ê m e  des regimes politiques (Fowler 1983). Parmi ces 
méthodes figure la multiplication végétale asexuge qui permet d'obtenir 
des plantes-soeurs génétiquement toutes semblables, appellées clones, B 
partir d'une seule plante-mère. 
Les quatre principales approches de multiplication asexuge de la biotech- 
nologie végétale eont la culture de jeunes poueses (bouturage), 
l'organogen&se, la culture de bourgeon8 axillaires et l'embryogenèse 
eornatique (Hussey 1983, Rrikorian 1982, Murashige 1978, Styer 1985, Vasil 
& Vasil 1980). Si l'organogenèse est peu appliquée en dehors de la 
recherche, il en va tout autrement des cultures de jeunes pousses et de 
bourgeons axillaires qui sont couramment utilisées corcimercialement (Giles 
6t Morgan 1987, Levin et al. 1988, Lutz et al. 1985, Smith MOAIL. et al. 
1989, Styer 1985). Ces types de culture étant cependant laborieux et 
dispendieux, ils ne conviennent coneéquemment qu'à des espèces (plus 
souvent horticoles) qui en justifient les cofte B faibles volumes. Reste 
l'mbryogen~se somatique qui, bien quelle soit théoriquement la plus 
simple et la plus prometteuse des quatre8 approches, ne connaît à ce jour 
aucune application comerciale. 
1.2 P R O B L ~ ~ ~ I Q U E  
L'embryogenèse somatique est simple parce qu'elle permet d'obtenir en une 
seule étape un grand nombre d'organiemes complets, séparh les uns des 
autres, exempt8 de pathoghes et qui, théoriquement, sont aptent à devenir 
des plantes autonomes. Par ailleurs, elle est la plus prometteuse des 
quatre approches car elle peut être effectuée dans des milieux liquides, 
ce qui constitue un atout pour 18autornatioation, le développement de 
procéd68, la culture en bioreacteurs et la mise b l'échelle. De plus, les 
applications potentielles de 1'embryogeniSse somatique ne se limitent pas 
b la multiplication asexuée. Elle permet, par exemple, l'obtention de 
m6tabolites secondaire8 B haute valeur ajoutee (Ammirato 1983, El-Fiky et 
al. 1989, Fouler 1987, Greidziak et al. 1990, Janick et al. 1989, Nakagawa 
et al. 1982, Ranch 1993, Thorpe 1988). 
S' il n'est pas possible d'invoquer une cause unique pour expliquer les 
retards a appliquer I*embryogen&se végétale somatique, on peut toutefois 
avancer sans risque de se tromper que cela concerne le manque de compré- 
hensi on des nombreueea particularitée de ce phhomène éminemment complexe. 
La plupart dea connaiseancee actuelles sur l8embryogen&se vegétale 
eomatique proviennent d'6tudee effectu6es au moyen de modes de culture qui 
ne permettent pas le e u i v i  et le contrele de toute6 les conditions 
phyeico-chimiques, notamment la culture en boltes de Pétri (milieu gélosé) 
et la culture en flacona agités (milieu liquide). On n'a donc présentement 
actes qu'a une connaissance partielle des comportements et des besoins 
nutritionnele de8 cellules embryoghes cultivées in vitro. 
Dans ce contexte, il apparaft urgent de syethatiser l'usage des biorgac- 
teure dans 18itude de l'embryogenèse somatique des plantes, car ils 
permettent généralement de contrôler une grande partie des conditions de 
culture et de mieux suivre l*&volution dans le temps de differents param&- 
tres, dont l'utilisation des nutriments par les cellules embryogènes. 
Cette urgence eet la motivation centrale de ce projet de recherche où l'on 
propose de produire dee embryons de carotte (Daucus carota) en bioréacteur 
a rubans hélicoïdaux afin d * étudier les cinétiques nutritionnelles de leur 
d6veloppement. Indirectement, on souhaite aussi confirmer la place de la 
culture en bioréacteure dans l'acquisition de nouvelles connaissances sur 
l'emb+yogen&ee végétale somatique et dans la mise au point de ses 
applications. 
1.3 W N T E N U D U M h O f R E  
Afin de rendre compte ad6quatement de l'ensemble de ce pro jet de recherche 
le present mémoire est divisé en six chapitres. La revue de littérature 
(Chapitre 2) rassemble l'information nkessaire pou= comprendre l'embryo- 
genese végétale somatique et la pertinence de la culture in vitro en 
bior6acteure, ainsi que pour justifier les objectifs de cette recherche 
qui mont formul&s au Chapitre 3. Le Chapitre 4 fait état des methodes et 
du matériel utilie6s pour parvenir aux résultats qui sont présent& et 
discute6 au Chapitre S.  Enfin le Chapitre 6 porte sur les conclu ai on^ et 
les rec0mmandar;ions d6coulant de ce projet. 
La revue de l i t t e r a t u r e  qui  s u i t  compte t r o i s  sect ions  qui sont elles 
m ê m e s  subdivisées en autant de sous-sections et  de p a r t i e s  qu i  s 'avgrent 
nécessaires pour rendre le propos c la i re .  À l a  premisre section on 
présente des aspects génkraux mais importants de l'embryogenèse somatique, 
a lo r s  que les nombreux param6tres de  cu l tu re  B considérer dans l 'obtent ion 
d ' embryon6 somatiquee eont 1 'objet  de l a  eeconde eection.  Enf in ,  l a  
eection 2.3 v i se  f a i r e  le point  mur l a  pertinence de la cul ture  en  
bioraacteurs pour l a  production d'embryone somatiques. Il importe de  
souligner que l'information présentée dans ce chapi t re  provient de travaux 
e f fec tues  autant avec des m i l i e u x  de  cul ture  solidea que l iqu ides  car  les 
rtSsultats de tels travaux sont ComplémentaFrea. Dans le même ordre  
d*id&es,  on reconnaît qu ' i l  y a complémentarit€ en t r e  les r&sul ta te  des 
recherches appliquées e t  des recherches fondamentales. 
2 .1  L ~ - Y O Q ~ ~ S E  S - I Q ~  m a  U S  vlaÉrrrux 
2 . l m 1  QUELQUES POUp(ES DE R E P h  HISTORIQUE 
Selon Gautheret (1985 6; 1982) l'embryogenèse somatique chez L e s  végétaux 
au ra i t  été observée e t  rapportée l a  première fois pour l a  ca ro t t e  par  
Levine en 1947, a lo r s  que Halperin e t  Wetherell (1964a) mentionnent Levine 
(1950) e t  Wiggans (1954) comme é t a n t  parmi l e s  pionniers. Toutefois, la  
tres grande majorit6 des auteurs semble considerer que l e s  recherches 
systématiques en embryogenese somatique commencent vers  1957 avec 
l'allemand Reinert (1958) pour l a  cu l tu re  su r  gglose et avec l 'équipe 
américaine de Steward (1958 a,b & c )  pour l a  cu l tu re  en milieu liquide. 
Cette découverte de l'embryogenàee végétale somatique confirmait  de façon 
i r r é fu t ab l e  l e  concept de tot ipotence ce l l u l a i r e ,  concept formulé au début 
du e iQc le  par le physiologiste allemand Haberlandt (Janick e t  a l .  1989, 
Steward e t  al. 1970, Vaeil & Vaeil 1980). Celui-ci ava i t  a lo r e  prédi t  que 
tou te  c e l l u l e  végétale a le  po ten t ie l  de ee developper e n  une plante  
compléte e t  qu'une meilleure maetrise des paramètres de cu l tu r e  devait 
permettre de reproduire ce ph6noméne en laboratoire  a i n s i  qu'in vitro 
(Gautheret 1985, Steward 1967). 
Lee pionniers de l'embryogenèse somatique ayant beaucoup travaillé avec 
des tissue de carotte (Daucus carota) , cette espèce a fait 1 'objet du plus 
grtand nombre d'etudee depuie 1958, Cependant ce phhomène suscitant 
beaucoup d'intgrgts, les autres espèces v6gétales n'ont pas été laissées 
pour compte- Tisserat, Eaan et Muraehige recensaient en 1979 des travaux 
sur lfembryogen&ee somatiques pour plus de 130 espèces dans 32 familles 
différentes- Une revue plus recente mentionne que des espèces végétales 
appartenant a plue de 56 famille8 peuvent maintenant donner des embryons 
somatiques in vitro (Kiyosue et al. 1993a). 
2.1.2 DÉFINITIONS ET ASPECTS TB~ORIQUES 
Aussi dénomm6e embryogenbse adventive, embryogenGee asexuelle ou encore 
multiplication asemr6e, l'embryogenè~e somatique est le processus naturel 
par lequel un embryon se développe à partir d'une cellule somatique, 
c'est-à-dire d'une cellule non reproductrice du corps d'une plante 
(Amxnirato 1983a, Sharp et al. 1980, T h o m  1988, Tiseerat et al. 1979, 
Williams & Maheewaran 1986). A la différence de l'embryon somatique, 
l'embryon zygotique qui se trouve g6néralement dans la graine d' une plante 
est celui qui se développe B partir d'un zygote, soit la cellule resultant 
de la fusion de gamètes male et femelle. Toutefois, qu'il soit somatique 
ou zygotique, tout embryon peut être défini comme un nouvel individu 
provenant d'une seule cellule qui n'a pas d'attachement vasculaire avec la 
plante mère (Hacciue 1978)- 
Bien que cette définition géngrale soit confirmée par des observations 
expérimentales pour des embryons somatiques de carotte (Backs-Hüsemann & 
Reinert 1970, Nornura & Romamine 1985, Williams & Maheswaran 1986), dans 
les cultures en suspension on considare habituellement que ceux-ci se 
forment à la eurface de masses dites pro-exnbryogènee qui sont des amas de 
50 B 100 p n  de diamètre constituée de petites cellules (Jones 1974 a & b, 
McWilliam et al, 1974) Par ailleurs, et contrairement à ce que l'on a 
longtemp c m ,  tout indique que ces amas ne seraient pas des ensembles 
d6sorganieée de cellules indifférenciées mais des embryons somatiques dont 
le développement aurait 6té arrêté (Kiyosue et al. 1993a)- De plue, alors 
que tous les embryons zygotiques d'une plante donnée sont des individus 
differents poes&dant chacun un gBn8me unique, les embryons somatiques 
iseus d'une même lignée de cellules embryoghee sont ghétiquement 
semblables puisque ces dernières résultent initialement des divisions 
mitotiques successive6 de cellules eomatiquee identiques. Les embryons 
d'une m&me lign6e aont donc, par ddfinition, des clones d'une plante mère. 
Au plan terminologique, on utiliee indif féreurment les qualificatifs 
d'embryogène et dr&ryog6nique pour designer les cellulee somatiques qui 
aont à 1 'origine dee embryons. 
De façon genérale les cellules embryogènes ressemblent a des cellules 
indifférenciées de méristème. Leurs attributs histologiques principaux 
sont: 1) de ne pae Btre vohmineueee; 2) de poseèder un nucléole 
partfculi&rement gros, ce qui est indicatif d'une activité métabolique 
intense des acides ribonucléiques (RRNs); 3) d'avoir un cytoplasme dense 
contenant des granuleta d'amidon, des petites gouttes lipidiques ainsi 
qu'un nombre variable de petites vacuoles selon l'espèce; et 4) d'être 
circonscrites par des parois cellulaires relativement minces (Fujimura & 
Komamine 1980a, Michaux-Ferriare & Schwendiman 1992, Sharp et al. 1980, 
Steward et al. 1970, Sussex 1972, Thorpe 1988, Vasil 1988). 
L'embryogenèse somatique étant un phénomène naturel du monde végétal, il 
est implicitement admis que des cellules somatiques de n'importe quelle 
plante peuvent, in vitro, etre aiguill6es vers le processus embryogene en 
autant qu'elle6 sont soumises aux stimuli et aux conditions de culture 
appropriés (Ammirato 1983a, Kiyosue et al. 199%). Pour le présent travail 
il n'est question que d'embryogenèse somatique in vitro, soit l'exploita- 
tion et l'utilisation du potentiel naturel des cellules v6gétales par la 
culture aseptique en laboratoire. 
On a suggéré, au début des années 1980, une terminologie décrivant deux 
types d'embryogenlse somatique: le type direct ou "pré-déterminé" et le 
type indirect ou "induit". Dans le premier type les embryons résultent du 
dheloppement de cellules dites "pré-d8termin8esn (Pre-Embryogenic D e t e r  
mined Cello ou PEDC), ils croiasent directement sur le tissu cultivé sans 
passer par une phase internédiaire, de sorte qu'ils sont souvent qualifiés 
d'adventifs (Evans et al. 1981, Sharp et al. 1980 & 1982). D'autre part, 
dans I*embryogen&se nomatique ind i rec te  les embryons son t  considérés 
p r o v e n k  de c e l l u l e s  ind i f fé renc iées  et  en apparence non organisées  ayant 
& t g  mindu i t e s"  (Induced Enfbryogenic Determined Cells ou IEDC),  c 'est-a- 
d i r e  que ces  c e l l u l e s  appartenant  B un c a l  ou une suspension s'engagent 
dans l a  voie  embryogène en réponse B l a  présence de  c e r t a i n s  s t i m u l i  
environnementaux (Carman 1990). I l  ne f a i t  pas de  doute que c e t t e  
typologie  a ida  grandement à c l a r i f i e r  la conmiunication e n t r e  les d ive r s  
in tervenants  du domaine. Pour une revue des  qua t re  ou c i n q  a u t r e s  t h e o r i e s  
de l 'embryogenhe q u i  sont  an té r i eu res  B cette typologie  le l e c t e u r  est 
i n v i t é  a consu l t e r  le t e x t e  de Sharp, Sondahl, Caldas e t  Maraffa (1980). 
Compte tenu de sa découverte relat ivement r écen te  e t  d e  l a  façon dont  elle 
a ét6 é tudiée ,  l'embryogen&se somatique est un phénomsne biologique f o r t  
complexe qu'on connaît  su r tou t  de façon empirique e t  pour l eque l  il 
n ' e x i s t e  pas encore de t h 6 o r i e  unique. L ' e f fo r t  d e  conceptual i sa t ion  
g loba le  le p l u s  recent  da te  d é j a  d'une décennie, alors que Christ ianson 
(1985) suggéra i t  de modéliser les é t a t s  biochimiques des  c e l l u l e s  devenant 
embryoghes B l a  s u i t e  d'une induction. Depuis les t ravaux de l ' équipe  d e  
LoSchiavo (1989), l'hyper-rnéthylationdel'acide désoxyribonucléique (ADN) 
est p a r f o i s  suggérge comme un mécanisme fondamental poss ib le  dans 
I ' induct ion  de 1 'embryogenèse somatique à 1 'a ide  d' auxines ( r égu la teu r s  de 
cro iesance  dont il est question l a  sous-section 2.2.5). Par la  s u i t e ,  
d ' a u t r e s  t ravaux o n t  i n t r o d u i t  le concept de  stress physiologique, rendant 
l a  d i s t i n c t i o n  beaucoup moine n e t t e  e n t r e  les embryogenaeee somatiques 
d i r e c t e  e t  ind i rec te .  Ainsi, a l a  l u m i è r e  d e  travaux e f f e c t u é s  avec des 
t i e e u s  de  carot te ,  il appert que p lus ieurs  stress physiologiques comme l a  
chaleur  (Kamada e t  a l .  1994, Zimmerman et a l .  l989) ,  l a  press ion  osmotique 
(Kamada et a l .  1989 & 1993, Skr ive r  & Mundy 1990), la  présence d ' ions  de 
c e r t a i n s  sels ou metaux lourds (Kamada e t  al. 1989, Kiyosue e t  a l .  1989b 
Q 1990a),  l 'hypochlor i te  (Kamada et  a l .  1989, Kiyosue et a l .  1989a) ou 
encore l a  scarification mecmique de c e r t a i n s  t i s s u s  (Smith & Krikorian 
1989 & 1990a,c) peuvent indui re  l a  formation d'embryons somatiques. Dans 
c e t t e  perspective, des  regula teure  de croiesance te l  que l ' a c i d e  2,4- 
dichlorophénoxyacétique (2,4-D) ag i ra ien t  a u s s i  comme des agents 
s t r eeean te .  Aujourd'hui, l ' i nduc t ion  & l ' a i d e  de régu la teu r s  de  cro issance  
de t y p e  auxine (2,4-D ou a u t r e s )  est certainement l a  façon l a  plus 
courante d'obtenir des embryons somatiques B partir de tissus de 
différentes espèces v8gétales. 
Pour l'embryogenèse somatique, comme pour les autres méthodes de 
reghération végétale in vitro, il reste encore beaucoup a faire avant de 
passer du présent stade empirique et descriptif à un stade théorique 
explicatif. Dans ce contexte, la poursuite d e  travaux de recherche 
appliquée avec un modèle comme la carotte permet B la foie d'améliorer les 
techniques de culture, d'accroître le6 connaissances fondamentales et 
d86valuer dans quelle mesure les potentiels de développement de procédés 
commercialement rentables pourront se transférer &entuellement à d'autres 
espèces. La présente étude portant sur des lignées de Daucus carota, il 
est approprié de pr6ciaer que cette espèce est diploïde (2n=18 paires de 
chrornosomea), qu'elle fait partie de la famille des ombellifBracées 
(clasae des dicotylédones), qu'elle est originaire d'Europe et qu'elle 
constitue un légume racinaire populaire partout dans le monde dont la 
production ne cesse de croître (Molle et al. 1993). 
2.1.3 U O R P B O ~ I E r  P E Y S I O ~ I G  ET STRUCZURE 
Les embryons somatiques et zygotiques d'une même vari6té vég6tale sont 
similaires autant d'un point de vue structural (Raghavan 1980) que 
développemental (Armnirato 1983a, Carman 1990, Kiyosue et al. 1993a, Sharp 
et al. 1980). Ces deux types d'embryons partagent, entre autres caracté- 
ristiques, une st~cture bipolaire (soit un m6ristème racinaire et un 
méristème apical diapoe6s aux extrémités du même axe) qui leur confère 
1' importante capacite de  pouvoir croître simultanément par la racine et 
par la tige sans devoir être manipulés préalablement (Ammirato 1987, 
Thorpe 1988). En fait, cette capacité constitue l'un des avantages de 
l'embryogenèse somatique sur les autres sytèmes de propagation végétative 
qui requièrent genéralement une ou plusieurs étapes intermédiaires, 
parfois coQteuses, avant de donner des propagules aptes à être plantés 
(Ammirato Q Styer 1985, Fu j i i  et al. 1987, Lutz et al. 1985) . 
Chez les plantes de la classe des dicotyl&dones, on reconnaît typiquement 
au moins trois états morphologiques eucceaaifs au développement d'un 
embryon somatique qu i  sont  analogues a ceux d'un embryon zygotique: le 
s t ade  globulaire,  le s tade  cordiforme et le s tade  t o r p i l l e .  Pour l a  
c a r o t t e ,  Warren et Fowler (1978) o n t  dé temin6  que: 1) 1 'embryon somatique 
au stade globulaire est une s p h k e  de 0,20 B 0,25 nim de diamèt re  se 
composant de 400 à 600 ce l lu les ;  2) que ce lu i  au stade cordiforme a -0,30 
mm de longueur s u r  0 ,  25 mm de l a rgeu r  et compte de 900 1300 c e l l u l e s ;  3) 
qu'au stade t o r p i l l e  l'embryon f a i t  environ 0,50 m de long sur 0,30 de 
l a r g e  et  e e  compose de 2000 a 3000 cel lu les .  La seference à ces t r o i s  
stadea de d6veloppement est maintenant gén6ralisde (Figure 2 .1) .  Par 
a i l l e u r s ,  dans cer ta ines  6tudes on ajoute un stade intermédiaire entre le 
globulaire et le cordiforme que l ' on  désigne pas le terme oblong ( C h i  et 
a l .  1994, Schiavone & Cooke 1985), a l o r s  que dans la  majorité des autres 
travaux sur la ca ro t t e  on f a i t  pir6c6der le stade globula i re  par le stade 
d ' amas ce l l u l a i r e ,  auss i  appelé s t a d e  pr4-globulaire ou pr6-embryonnaire 
(Cazzulino et a l .  1990, H a r r e l l  et al. 1992, Huang et al. 1993, Nomura & 
Komamine 1985 & 1986b). Compte tenu que, pour l a  cul ture  en euspension où 
l ' i nduc t ion  embryogène ee f a i t  avec un ou plusieurs r é g u l a t e u r s  de 
croissance,  les descr ip t ions  c laaeiquea indiquent qu'un embryon (e t  
part iculi8rement un de ca ro t t e )  ae d6veloppe d'abord l a  e u r f a c e  d'un 
agrégat de ce l lu lea  (diamatre = 5 0  & 100 pm) avant de s'en ddtacher et de 
flotter librement dans le milieu (Cetrmm 1990, Halpexin 1966, Jones 1974 
a & b, M c W i l l i a m  e t  a l .  1974, Nomura & Komamine 1986b), il apparaît utile 
et important de conserver le terme d'amas cellulaire pour designer les 
embryon8 dans cet Btat an te r ieur  au otade globulaire (Figure 2.1) . Il es t  
a u s s i  in te ressan t  d'ajouter que, d'un po in t  de vue cinetique,  les c e l l u l e s  
embryoglnes d'un amas c e l l u l a i r e  de carotte mettent une quinzaine de jours 
a passer au s tade  globulaire (Cazzulino e t  a l .  1990). 
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Figure 2.1 
Representation schématique de quatre atadee morphologiques u t i l i s é s  p o u r  
d k r i r e  le d6veloppement des embryon8 somatiques de ca ro t t e  
2.1.4 CMQ?OSAWI% G ~ X Q U E  D  L'E)ZBRYOO&SE SOCCRTIQUE 
S 'il est clair depuis longtemps que diffgrentes variétés d'une m h e  espèce 
végétale ont des potentiel6 embryogPnes tr$s variables, des chercheurs 
travaillant avec la luzerne ont identifié récemment des gènes particuliers 
dont la présence dans le gén8me d'une plante est essentielle pour que ses 
cellules somatiques aient la capacité de s'engager dans une voie 
embryoggne (Bowley et al. 1993, Kielly & Bowley 1992). Dfapr&s ces mêmes 
recherches, il semblerait de plus que la stabilité génétique des cellules 
cultiv6es in vitro dependrait de la présence de certaine gènea. De telles 
découvertes sont importantes car elle permettent d'entrevoir le jour où le 
choix des lignées à développer pour l'obtention d'embryons somatiques se 
fera systématiquement et où le génie génétique permettra de transformer 
des cellules peu ou pas embryoghea, mai8 ayant des caractères agronomi- 
ques désirables, en des cellules embryogenea stables génétiquement. Donc 
la composante génétique de l'aptitude (ou inversement de l'inaptitude) à 
l'embryogenèse somatique pourrait Btre bientôt une variable contrôlable. 
Bien que le présent travail ne porte pas sur ces aspects génétiques, il 
est néanmoins utile de pouvoir s'y rtSf6rer. 
2.1.5 LES MARQüEüRS DE D~ELOPPEMENT 
Dane le cadre d'une culture in vitro, il est Bvident qu'une multitude de 
changements biochimiques et physiologiques ee produisent entre le moment 
oiî une cellule somatique erengage dans la voie embryogène et celui où 
l'embryon torpille pleinement développé est apte a germer. Parce que la 
capacite d'identifier et d*&valuer précisément certains de ces changements 
peut s'avérer un atout majeur dans la compréhension et la maîtrise de 
1 ' embryogengse somatique, il n'est pas eurprenant que plusieurs chercheurs 
y travaillent. De façon géngrale on recherche des marqueurs ou des 
indicateurs fiables et apecifiques au proceseue embryogène. De plue, on 
comprend facilement que de tels rnarqueura et des moyens simple6 pour les 
mesurer soient essentiels B la mise au point de procedés industriels de 
production d'embryons eomatiquee. 
Certaines 6tudee relatives aux marqueurs de dt5veloppement portent sur des 
modifications qualitative6 et quantitatives qui se produisent dans la 
composition d'acides aminés (Kamada & Harada 1984b) et d'acides gras 
(Warren & Fowler 1979), dans la synthese d'acides nucléiques (Sengupta & 
Raghavan 1980 a 6r b, Ulrich et al. 1990), dans le métabolisme de 
polyamines (Khan & Minocha 1991, Minocha et al. 1991, Montague et al. 1978 
& 1979, Robie & Minocha 1989) et dans l'émanation de composés volatiles 
(Kennedy et al. 1991), ainsi que sur l'accumulation de matgriaux de 
reserve glucidiques (Keller et al. 1988, Rose & Murphy 1993, Wurtele et 
al. 1988) ou lipidiques (Dutta et al. 1991, Dutta & Appelqvist 1989). 
cependant, les dtudes les plue nombreuseta sont celles concernant des 
prot6ineo spécifiques ou encore des gènee encodant pour leur fabrication. 
Parmi les études portant sur des marqueurs ptoteiques potentiels, on peut 
mentionner des travaux g6nérau.x (De Vries et al. 1992, Dodeman et al. 
1992, Hari 1980, ozawa et al. 1991, Racueen & SchFavone 1988, Slay et al. 
1989, Sung & Okimoto 1981, Vasi Engelen & De Vriee 1992) et d'autres ciblés 
plus particuli9rement sur des protéines chromosomales (Fu j imura et al. 
1981, Gregor et al. l974), des phosphoprotéines (Tan et al. 1994), des 
glycoprotéines de la classe des arabinogalactanes (Kreuger & Van Holst 
1993, Stacey et al. 1990), des protéines cytoplasmiques (Hatzopoulos et 
al. 19901, la glycosylation de protéines extra-cellulaires qui joueraient 
un rôle important dans l'adhésion des cellule6 des amas pro-embryogènes 
(De Vries et al. 1988 a & b, LoSchiavo et al. 1990, Satoh et al. 1986, 
Sterk et al. 1989) et sur des enzymes corne des tranaferases (Baker et al. 
1983, sterk et al. 1991), des prot6aaes (Carlberg et al. 1984), des 
estérases (Chibbar et al. 1988 & 1989), des peroxydases (Cordewener et al, 
1991, Joersbo et al. 1989, Wochok & Burleson 19741, des phosphorylases 
(Keller et al. 1988, Wurtele et al. 1988) et des riductaees (Kamada & 
Harada 1984a). Similairement, les études portant sur des marqueurs 
g&nétiques potentiels sont soit globale8 (Aleith & Richter 1990, Komarnine 
et al. 1992, Nomura & Komamine 1986 a & c, Sterk & De Vries 1993, Sung & 
okimoto 1983, Thomas & Wilde 1987, Wilde et al. 1988) ou tres spécifiques 
(Borkird et al. 1988, hijii & Uchimiya 1991, Kiyoeue et al. 1992d & 1993b, 
Ma H et al. 1994, Puupponen-Pimia et al. 1993, Wurtele et al. 1993, 
Zimmerman et al. 1989) . 
Si ce sont surtout des biochimistes qui identifient 
mettent au point des méthodes rapides et efficaces de 
fait pas de doute que les chercheurs en ingénierie 
des marqueurs et 
détection, il ne 
des biosystèmes 
pourront en bén6f icier grandement - En effet, une utilisation systématique 
de marqueurs fiables permettra de réduire tempe et argent dans le 
développement des lignees embryogènes, l'optimisation des proc6dés et le 
contrôle des diverse étapes de la production d'embryons somatiques de 
qualité cornerciale- Compte tenu de l'avancement évident dans ce domaine 
ainsi que de travaux prometteur6 corne ceux de l'équipe japonaise de 
Riyosue (Kiyoeue et al. 1990b, 1991, 1992 a,c 6r d, 1993b), des équipes 
européennee de Pennell (Pennell et al. 1992) et de Sterk (Sterk et al. 
1991) ainsi que de l'équipe américaine de Wurtele (Wurtele et al. 1993), 
tout porte a croire qu'avant la fin de la présente décennie on aura de 
bons indicateur8 de développement qui deviendront indispensables à tout 
travail sérieux en W r y o g e n b e  somatique. 
2.1.6 PRINCIPAUX PRoBI&MBs DE L'EMBRYOGENÈSE SOWiZIQUE 
Quelque soit le type de milieu, le mode de culture et l8esp&ce utilisés, 
1 ' embryogenèse somatique comporte certaine problhes qui, pour la plupart, 
furent rencontrés dés les premiers travaux et le sont encore aujourd'hui 
malgré des connaissances accrues. De façon géngrale, on peut départager 
ces problames selon qu'ils sont lies aux méthodes et aux conditions de 
culture ou qu'ils ont possiblement des causes biologiques. 
2.1.6.1 Problbies 116% aux i6thodes et aux conditionu de culture 
L 'un des problèmes les plus fréquemment mentionnes est 1 'hétérog6néité des 
cultures, soit la présence dana une culture donnée d'embryons somatiques 
qui sont a differents stades de développement. Une approche courante pour 
palier a cette absence de synchronie des cultures est de &parer les amas 
cellulaires embryog&nes (généralement entre 50  et 100 p de diamètre) des 
embryons aux stades de développement ultérieurs d'aprss leur grosseur ou 
leur densité, en ayant recours a la filtration, la centrifugation ou tout 
autre méthode permettant d'obtenir une suspension ou un cal plus homogene 
(Chée & Cantliffe 1992, Fujimura & Komamine 1979a, Giuliano et al. 1983, 
Halperin 61 Wetherell 1964b, Masuda et al. 1991, Mohanty 1992, Nomura & 
Komamine 1985, Rodriguez et al. 1988, Warren & Fowler 1977, Wilde et al. 
1988). Wetherell (1984) accroît le degré de synchronie de cultures déjà 
filtrees en les soumettant a un traitement plasmolytique qui aurait pour 
effet de rompre les liens entre les cellules des amas cellulaires et 
cona4~emment de rendre un plus grand nombre de cellules embryogènes 
libres de se développer de maniere indépendante et eimultan6e. Pour le cas 
particulier de cultures effectuée6 en bioréacteur, Archambault et 
collègues (1994a) suggerent que le maintien de la concentration en oxyghe 
disaous a un bas niveau pourrait favoriser la eynchronisation de cultures 
embryogènes d'E. californica.  Enfin, des 6quipes de recherche mettent à 
profit des technologies modernes de reconnaissance informatisées de 
l'image afin de contrôler des systèmes de triage des embryons B divers 
stades de dOveloppement (Grand d'Esnon et al. 1989, Hamalainen et al. 
1993, Harrell et al. 1992, Uozumi et al. 1993). 
Outre des embryons à diffgrents stades de développement, une culture 
embryogène contient aussi des cellules non ernbryoghes. Des chercheurs 
japonais séparent des cellules embryogànes et non embryogènes de carotte 
en soumettant les cultures à un séchage qui tue ces dernières sans 
affecter lem premieres (Kiyosue et al. 1992b). Smith et Krikorian (1990b) 
parviennent B des résultata similaires avec la carotte, en utilisant un 
bai pH d'environ 4 , O  pour éliminer les cellules non embryogènes. 
Les embryons somatiques ayant une grande plasticité développementale, il 
arrive qu'apparaissent, en réponse à des variations dans les conditions de 
culture, des structures embryogènes inusitées qui compromettent parfois 
leur capacité 8 devenir des plantes véritables. Ainsi, il est fréquent que 
plusieurs embryons somat Fques poussent en grappe de deux, trois et parfois 
plus a partir d'un même amas cellulaire, ou que des embryons adventifs 
croissent fusionnés à un embryon primaire. Ceci est en partie lié au 
manque de synchronie et se traduit par des plantes anormales possédant 
plus qu'une tige8 (Ammirato 1987). On peut parfois corrige ou prévenir de 
tel8 problèmes structuraux en traitant le6 embryons avec un régulateur de 
croisesance comme 1 ' acide abscieique (Kamada & Harada 1981) . Le développe- 
ment de cotylédons morphologiquement anormaux ou d'un nombre anomal de 
cotylédons comptent aussi depuis longtemps parmi les probllmes structuraux 
de l'embryogenèse somatique (Sussex & Frei 1968). À cet égard, on rapporte 
que le nombre variable de cotylédons d'embryons de carotte (Li 1993, Molle 
et al. 1993) et que la morphologie anomale de cotylédons observés avec 
des embxyons de raisin (Gray & Compton 1993) ne sont pas dûs a des 
changements gengtiques puisque des plantes normales résultent de tels 
embryons eamatiquee. Par ailleurs, des lign0es-soeurs obtenues d'un mgme 
cal ou par sous-culture d'une m&ne euspension puis maintenues dane des 
conditions rigoureusement identiques produisent souvent des quantith et 
des qualité8 différente6 d'embryons (Drew 1979, Lutz et: al. 1985). Enfin, 
il arrive que des embryons apparemment normaux au plan morphologique ne 
peuvent pas se d6velopper normalement ou se comportent anormalement au 
plan cellulaire (Michaux-Ferriere & Schwendiman 1992). 
Les embryons somatiques n'ont pas généralement une période d'arret de leur 
développement apràs le stade torpille. Dans la plupart des cas ils conti- 
nuent a se développer, germent et deviennent plantules. Ceci ne constitue 
pae en eoi un problème dans la mesure où lem embryons et les plante qui en 
resultent sont normaux, mais peut pr6eenter des difficultés considérables 
dans certaine contextes de recherche ou de production. 
2.1,6,2 Problhrn posniblemiat d'origine biologique 
L'un des aspects les plus problématiques de l'embryogen&se somatique est 
la variation eomaclonale, soit l'eneemble de6 modifications phénotypiques 
qui 8 'expriment fortuitement chez l'embryon eomatique et/ou chez la plante 
qui en r6aulte. La variation somaclonale eat commune a toutes les méthodes 
de culture in vitro de cellules ou de tissus végétaux, Cette variation 
intéresse certains chercheurs pour le développement de variétés nouvelles 
et améliorée8 (Evans & Sharp 1986, Larkin et al. 1985, Scowcroft et al. 
1987). Cependant elle ne permet rien de nouveau ou d'utile pour plusieurs 
autres sp6cialistes (Bayliss 1980, Caligari & Shohet 1993, Ranch 1993, 
Vasil 1988). Dans le cas de l'embryogedse somatique, il est clair que 
toute forme de variation indesirable et incontrolable constitue un 
problème majeur au dheloppement de methodes de clonage a grande échelle. 
Il est donc indiscutable qu'une compréhension de6 causes fondamentalee de 
la variation somaclonale ainsi que la mise au point de moyens pour la 
mesurer et la contrôler sont aussi urgents qu'indispensables. 
Caligari et Shohet (1993) ind iquent  que la  v a r i a t i o n  somaclonale peu t  être 
d ' o r i g i n e  épigén&ique ou génét ique,  Une v a r i a t i o n  somaclonale de n a t u r e  
ép igén6 t ique  ne  serait p a s  t r a n s m i s s i b l e  génétiquement et, pour une l i g n é e  
donnée, elle dependrai t  au t an t  d e  l ' o r i g i n e  du t i s a u  somatique i n i t i a l ,  du  
ggnotype d e  l 'eapèce en cause et  de l 'age de  L a  lignée que des  cond i t i ons  
g e n e r a l e e  de cu l tu re  (Evans & Sharp 1986). Dee ph6nomhes r e l i e s  à l a  
durer coiinne le dec l in  de la t o t i p o t e n c e  (Smith & S t r e e t  1974) et l a  
tendance  des l i gnées  embryoghee de c a r o t t e  de paseer  d'un état d i p l o ï d e  
normal B un B t a t  polyploïde anormal (Bayliea 1977 & 1980, Larkin e t  al. 
1985) avec  l 'augmentation du nombre de  soue-cul tures  dev ra i en t  faire 
p a r t i e  de c e t t e  ca t egor i e  puisqu 'habi tuel lement  on les minimise o u  on les 
é l i m i n e  par 1 ' u t i l i s a t i o n  de c e l l u l e s  jeunes en t r e t enues  su ivan t  un régime 
c u l t u r a l  comportant des repiquages f requents  . Également, des  anomalies  
morphologiques au d6veloppementales d'embryons somatiques d8esp&ces a u s s i  
d i e t a n t e e  que le sapin  de  NorvËige ( R o b e r t s  e t  a l .  1993), le r a i s i n  (Gray 
6 Compton 1993) e t  la  c a r o t t e  ( L i  1993) eont  démontrées être de na tu re  
é p i g h é t i q u e .  
D 'au t re  part, une v a r i a t i o n  eomaclonale d'origine g8nét ique a e r a i t  
t r a n e m i e e i b l e  g&n&tiquement (Cal igar t i  & Shohet 1993) . E l l e  ee r e t r o u v e r a i t  
dans  la descendance de p l a n t e s  anormales i s s u e s  d'embryons somatiques. En 
cons6quence, s'il é t a i t  démontr8 que  c e r t a i n e s  v a r i a t i o n s  phénotypiques de 
1'embryogenSse somatique s o n t  d e  n a t u r e  genktique, t o u t e  c e t t e  méthode de 
c lonage  in vitra s e r a i t  remise en  queet ion car il est e s s e n t i e l  de 
main ten i r  et g a r a n t i r  l ' i n t 6 g r i t 8  génet ique des  embryons s i  l ' o n  s o u h a i t e  
un jou r  l'utiliser dans des procedés fiables de  propagat ion végétale 
i n d u s t r i e l l e  (Ammirato 1983a, C a l i g a r i  & Shohet 1993, Novak et a l .  1989). 
Jusqu * au  j ourd ' hui , on suppose implici tement  que les  variation^ soma- 
c l o n a l e e  rencont rees  s o n t  seulement d e  na ture  Gpigénétique et donc sans 
consequence au plan h&réd i t a i r e ,  même s i  se lon  C a l i g a r i  e t  Shohet (1993) 
il n ' e x i s t e  que peu ou p a s  d'Btudes r igoureuaes ayant  v g r i f i é  ce p o s t u l a t .  
ces a u t e u r s  soul ignent  a u s s i  que plusieurs a s p e c t s  des  cond i t i ons  de 
c u l t u r e ,  dont  ceux concernant 1 ' 8 q u i l i b r e  et l a  l i m i t a t i o n  n u t r i t i o n n e l s ,  
o n t  cer ta inement  de8 e f f e t s  au r  l a  v a r i a t i o n  somaclonale m a i s  q u ' i l s  s o n t  
peu B t u d i h .  Dans c e t t e  pe r spec t ive ,  ce  projet de recherche  peut 
c o n t r i b u e r  éventuellement a confirmer que l ' o r i g i n e  de l a  v a r i a t i o n  
somaclonale es t  seulement 6pigén6tique en démontrant q u ' e l l e  est a f f e c t é e  
par dee paramQtres insoupçonnee jusqu ' ic i  et q u ' e l l e  peut etre diminuée ou 
é l iminée  par des c o n t r 8 l e s  appropri6s. 
2.1.6.3 R e m a r q u e  gén6rala concernamt ces principaux problèues 
Malgré les o r i g i n e s  peu connues de  l a  v a r i a t i o n  somaclonale, il semble que 
l a  p l u p a r t  d e s  problèmes de 16embryogen&se somatique son t  p l u s  liés à l a  
m 6 c o ~ a i s s a n c e  et au peu de c o n t r e l e  des effets qu'ont sur c e l l e - c i  les 
d ive r ses  condi t ions  physico-chimiques de c u l t u r e  qu'avec des modif ica t ions  
b io logiques  ou génét iques fondamentales. Dans cette opt ique ,  1 ' usage de 
b i o r é a c t e u r s  adaptés à l a  c u l t u r e  d'embryons somatiques e a t  prometteur car 
ils permet tent  d 'avoi r  p lue  de p réc i s ion  dans l e  s u i v i  et l e  con t rd le  des 
cond i t ions  de  cul ture .  
2.1.7 &J~LLOATION DE LA Q O A L I ~  DES EMBRYONS SOMATIQUES 
Que l ' o n  e e  s i t u e  dans  un contexte  de product ion  commerciale ou de 
recherche, le but  de 16embryogen&se somatique est t o u j o u r s  d 'ob ten i r  de 
façon c o n t r ô l é e  des  embryons qui son t  aptes  a se developper e n  p lan tes  de 
génotypes e t  de phénotypes déterminés. Donc, la  q u a l i t é  d'un embryon 
somatique est d 'autant  mei l leure  que sa v a r i a t i o n  somaclonale est f a i b l e .  
O r ,  malgré les progres d e  l a  b io logie  moléculaire ,  c e t t e  v a r i a t i o n  ne peu t  
pas  encore g t r e  4valuée de façon simple et directe ( C a l i g a r i  & Shohet 
1993, D e  Klerk 1990).  C ' e s t  pourquoi, quand v i e n t  l e  temps d 'évaluer  l a  
q u a l i t é  d e s  embryons, on se r6fSre gh6ra lemen t  a l a  not ion  de conversion. 
La conversion d'un embqon eomatique est  definie comme sa capac i t é  à 
germer en  une pousse vigoureuse pu i s  en une p l a n t e  normale a p t e  B c r o î t r e  
de  maniére autotrophe. Les c r i t è r e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  d 'une conversion 
peuvent varier d'une espèce  à l'autre (Fuj i i  et a l .  1989, Redenbaugh 1993, 
S t u a r t  & St r i ck land  1984a & b ) .  Jusqu'a maintenant on se base  
principalement  su r  d e s  f requences de convers  i o n  pour i d e n t  i f  ier , a 
posteriori t o u t e f o i s ,  les conditione de c u l t u t e  et les t r a i t e m e n t s  qui 
r é s u l t e n t  e n  une me i l l eu re  q u a l i t é  des embryons et une e f f i c a c i t é  accrue  
des m6thodee de production ( F u j i i  et a l .  1987). En  l ' absence  d e  s 6 l e c t i o n  
ou d e  t r a i t e m e n t  p a r t i c u l i e r s  l e s  t a u x  de conversion d'embryons somatiques 
d'eepeces d i f f g r e n t e s  s o n t  géngralement f a i b l e s  (30 à 70%) .  Par con t r e ,  
pour  dee embryone e m a t i q u e s  aoumis à une s d l e c t i o n  e t  à un ou p l u s i e u r s  
t y p e s  de t r a i t e m e n t ,  on r appor t e  de m e i l l e u r s  t a u x  d e  conversion q u i  se 
s i t u e n t  e n t r e  70% e t  90% in vitro ( F u j i i  e t  a l .  1990) et à 64% e n  serres 
(E'uj i i  e t  a l .  1989) dans l e  c a s  re la t ivement  b i en  &tud i& de l a  luzerne ,  et 
entre 80% B 100% in v i t r o  pour l a  c a r o t t e  (Hol le  e t  al. 1993).  Ces t a u x  
e o n t  encourageants  puisque le6 fou rn i s seu re  de semences a g r i c o l e s  
g a r a n t i s s e n t  habi tue l lement  pour l a  p l u p a r t  des  especee commerciales de 
légumineuse d e s  t aux  de germinat ion i n  vitro supé r i eu re  & 85% (Ala in  
Charbonneau communication pe r sonne l l e )  et que le6 t a u x  de germinat ion d e s  
embryons eont  forcément t ou jou r s  s u p é r i e u r s  B l e u r s  taux  de conversion.  
P a r c e  que les r 6 e u l t a t e  de conversion v iennent  tardivement  après  l a  
product ion  des  embryons somatiques e t  parce  qu'une é t u d e  b ien  f a i t e  de  l a  
convers ion  e x i g e  un t r a v a i l  cons idérable  en  p l u s  d e  condi t ions  m a t é r i e l l e s  
p a r t i c u l i e r e s  ( s e r r e ,  espace  c u l t i v a b l e ,  climat adéqua t ) ,  les recherches  
e n  embryogenese somatique comptent peu de ces mesures. Ceci c o n s t i t u e  un 
manque f o r t  dep lo rab le  et confirme combien il est important que d e s  
s p é c i a l i s t e e  de l a  b io log ie  molécula i re  me t t en t  rapidement au  p o i n t  une 
méthode s imple,  d i r e c t e  e t  s e n s i b l e  permet tan t  de mesurer l a  v a r i a t i o n  
somaclonale e t  l a  s t a b i l i t é  géné t ique  des  c e l l u l e s  embryogènes ( C a l i g a r i  
P Shohet 1993, D e  Klerk 1990). C e  n ' e s t  qu'a p a r t i r  de ce moment q u ' i l  
deviendra  p o s s i b l e  de c o n t r ô l e r  l a  q u a l i t é  des  embryons somatiquee e n  
procédant ,  d è s  les premières é t apes  du dgveloppement de8 l i g n é e s ,  à une 
s é l e c t i o n  sys témat ique  d e s  c e l l u l e s  génétiquement inchangées qui mènent à 
l a  product ion d'embryons e t  d e  p l a n t e s  complètement normales ( V a s i l  1988) - 
2.1.8 HATURATION ET STABILISATION DES gneRYONS SOHAZIQUES 
A l a  d i f f é r e n c e  d'un embryon zygotique d e  l a  m ê m e  espèce, l ' a t t e i n t e  du 
s t a d e  t o r p i l l e  par un embryon somatique ne l u i  con fe re  pas forcément l a  
m a t u r i t 6  n é c e s s a i r e  pour poureuivre un d&veloppement normal. En f a i t ,  
p l u s i e u r s  a u t e u r s  pré tendent  que la f a i b l e s s e  des t a u x  de germinat ion et 
d e  conversion r a p p o r t é s  p o u r  de8 embryons somatiques d e  nombreuses espèces 
r é s u l t e  de  c e  q u ' i l e  s o n t  s é l ec t ionnés  e n  fonc t ion  de l e u r  apparence 
morphologique p lu t& que de  l e u r  matur i te  physiologique réelle ( F u j i i  e t  
al. 1993, Ranch 1993). Par  a i l l e u r s ,  les embryons somatiques n 'ont  pas 
généralement d e  période d ' a r r ê t  de l e u r  croissance ou période de  s t a b i l i t é  
q u i  pe rmet t r a i t  de les conserver facilement. Sans être des  o b s t a c l e s  
majeurs B la poursui te  d e  c e r t a i n e s  recherches fondamentales u t i l e s ,  ces  
deux aspects  (maturation et s t a b i l i s a t i o n )  de 1 * embryogenese somatique 
cons t i tuen t  t o u t e f o i s  de8 limites importantes à ses app l i ca t ions  poss ib les  
impliquant des  m€thodee m8canisées de propagation à. grande é c h e l l e  
(Anrmirato 1983b, Barbotin et a l .  1993). 
La  matur i té  d un embryon somatique s 'évalue habituellement par comparaison 
avec des embryons zygotiques du m ê m e  c u l t i v a r  (F inke l s t e in  & Crouch 1987) 
e n  se r é f é r a n t  B des  c r i t & r e s  tels que son contenu en eau, s a  
concentra t ion  endogène en ac ide  abscisique (hormone végéta le  désignée 
ABA), son t aux  de  r e a p i r a t i o n  e t  son niveau de t r a n s c r i p t i o n  génétique 
(Ranch 1993). Le manque de matur i té  des  embryon8 somatiques se manifes te  
principalement par une germination précoce, asynchrone e t /ou  anormale a u  
p lan  d0veloppemental. C e c i  est dfi nécessairement aux condi t ions  de  c u l t u r e  
(Gray & Purohi t  1991) e t  les fac teur s  susceptiblee d ' a f f e c t e r  l a  ma tu r i t é  
s o n t  s o i t  de nature  physique ou chimique (Bornman 1993). Des t r a i t e m e n t s  
p a r  le f r o i d  e t  par  l a  diishydratation sont  c l a s sés  parmi lee f a c t e u r s  
physiques, a l o r s  que d e s  t r a i t ements  avec des r egu la teu r s  de cro issance ,  
des  ac ides  aminés e t  des sucres  fon t  p a r t i e  des f a c t e u r s  chimiques. 
Gray et  Compton (1993), s ' i n t é r e s s a n t  aux fac teurs  physiques, sout iennent  
qu'une forme de  repos est peut être e s s e n t i e l l e  a l a  matura t ion  des 
embryons somatiquee, au moine chez ceux appartenant 3 des especes  où un 
repos est r e q u i s  pour l a  maturation cornplPte et  l a  germination des 
embryons zygoriquea. Dormance et  quiescence sont  l e e  deux formes de repos 
d e s  embryons (zygotiquee ou sornatiquee) aux quelle^ on se r é f è r e  le p lus  
eouvent dans l a  l i t t e r a t u r e .  D e  façon générale, la d i s t i n c t i o n  p r i n c i p a l e  
e n t r e  ces  deux formes d e  repos est que l a  quieeeenee a e  t e m i n e  simplement 
lorequ'un embryon est imbibQ d'eau, a l o r s  que l a  dormance ne c e s s e  que s i  
un embryon a d'abord été soumis a des  condit ions physiques p a r t i c u l i e r e s  
( g e l ,  f r o i d ,  etc.) durant  un c e r t a i n  temps (va r i ab le  se lon  l ' e spèce )  avant 
d ' ê t r e  imbibé d'eau. 
D'aprgs p lus ieu r s  publicat ions (Gray 1990, 1989 & 1987b, Gray & Compton 
1993, Gray & Purohit  1991, Gray et a l .  1987, Gray & Conger 1985, Jan ick  e t  
a l .  1989, Ki t to  & Janick 1985a & b)  une c e r t a i n e  déshydratat ion des  
embryons somatiques (p lus  ou moins prononcée se lon les espèces) serait 
n é c e s s a i r e  B l e u r  repos (domance ou quiescence).  D e  p lus ,  t o u t  embryon 
d e v r a i t  avo i r  a t t e i n t  un s t a d e  de r 6 s i s t a n c e  a l a  dees iccat ion  pour 
s u r v i v r e  a l a  d b h y d r a t a t i o n  (Gray & Compton 1993, Gray & Puxohit 1991). 
L ' acqu i s i t ion  de c e t t e  r e s i s t a n c e  à l a  deeeiccat ion  s e r a i t  une Btape 
c e n t r a l e  du d6veloppement embryonnaire, a l o r s  que l a  déshydratat ion 
c o n s t i t u e r a i t  un tournant  physiologique où les processus biochimiques 
f a v o r i s a n t  le développement de l'embryon s e r a i e n t  remplacés par ceux qui 
permet tent  le développement de  l a  p l a n t e  e t  q u i  se concré t i sen t  dans le 
catabolisme du matdr ie l  de r é se rve  l o r s  de  l a  réhydra ta t ion  (Gray & 
Compton 1993, Kermode et al. 1986). Dans c e t t e  perspective,  Gray e t  
Compton (1993) déshydratent des embryons eomatiques de r a i s i n s  l ' a i d e  de 
chambres B humidité contr6lée e t  l e u r s  r é s u l t a t s  concordent avec ceux 
r appor tés  pour d 'aut res  ee@ces. L e s  p l a n t s  d e  vigne obtenus on t  un 
dgveloppement c o r r e c t  et synchronis6 a l o r s  que c e  n ' e s t  pas l e  c a s  pour 
ceux obtenus a p a r t i r  d'embryons somatiques non d6shydratés. Il semble 
donc qu'en Btabl iesant  un protocole comportant l ' i nduc t ion  d'une forme de 
t o l é r a n c e  a l a  dessiccatfon s u i v i e  d'une déshydra ta t ion  e t  d'une per iode  
de quieecence ou de dormance on p o u r r a i t  o b t e n i r  des embryon8  ornat tiques 
p l u s  matures e t  dont l e  développement e e  rapproche de c e l u i  dee embryons 
zygotiques . 
L e s  t ravaux de  Finkels te in  e t  colltSgues (1985, 1986 & 1987) renseignent  
s u r  des  moyens pour r égu la r i se r  l a  maturat ion et possiblement indu i re  une 
c e r t a i n e  forme de repos des embryons aomatiques de colza .  Ces travaux 
depar tagent  les e f f e t s  r e s p e c t i f s  de 1'ABA ( f a c t e u r  chimique) et de  l a  
d e s s i c c a t i o n  ( f a c t e u r  physique), pu i squ ' i l s  por t en t  s u r  le proceesus de 
matura t ion  menant B l a  quieecence des embryons. L'ABA s e r a i t  aseociée  à 
dee Qvhemente c r i t i q u e s  (tels que l ' i n h i b i t i o n  de l ' absorpt ion  d 'eau,  
l 'arrét de l a  germination et  l 'accumulation rap ide  de m a t e r i e l  de r8se rve )  
de la phase t r a n s i t o i r e  qui précéde l ' g t a t  de  dessèchement des embryona 
zygotiques, mai6 elle ne les causerait pae. C e s  au teurs  c ro ien t  plutBt 
qu'un rn6tabolite de 1'ABA corne l ' a c i d e  phasgique a g i r a i t  eur des gènes 
s p é c i f i q u e s .  D e  p l u s ,  l a  c a p a c i t é  à deven i r  des p l an te s  normales serait 
acqu i se  d u r a n t  la  p é r i o d e  de deesèchement e t  p o u r r a i t  être i n d u i t e  p a r  une 
e x p o s i t i o n  à des  gradients osmotiques é l e v é s  ( sucrose ,  mannitol ,  s o r b i t o l )  
car l a  s e u l e  i n h i b i t o n  de  1 ' absorp t ion  de 1 ' eau  a u r a i t  un e f f e t  r é g u l a t e u r  
p l u s  direct s u r  la  matura t ion  embryogène que l a  s e u l e  p r h e n c e  dfABA- Iida 
et co l l&gues  (1992),  é t u d i a n t  les r e l a t i o n s  e n t r e  1'ABA e t  la  d e s s i c c a t i o n  
pour des embryons d e  c a r o t t e s ,  s o u l i g n e n t  l ' importance de cette hormone et 
parmi leurs hypothèses i l s  suggèrent  que ce6 deux f a c t e u r s  a g i r a i e n t  de 
façon complémentaFre et  eynergique, 
Concernant t o u j o u r s  le8 f a c t e u r s  chimiques, le r61e de c e r t a i n s  nu t r imen t s  
dans  le proceseue d'accumulation de  materiel d e  r é s e r v e  l o r s  de l a  
matura t  i o n  des embryons somatiques de luze rne  est 1 'obje t  d ' i n v e s t  i g a t  i o n s  
( L a i  & N c K e r s i e  1993, L a i  e t  al. 1992)- D e s  effets de 1'ABA eu r  c e  m ê m e  
p roces sus  s o n t  é t u d i é s  par Fu j ii, Slade  e t  Redenbaugh ( 1989 ) . Fu j ii et 
c o l l è g u e s  (1990) observent ,  par a i l l e u r s ,  que des concen t r a t ions  f a i b l e s  
d'ABA a r r e t e n t  complètement le développement d'embryons somatiques 
immatures e t  marquent le  début  d e  l e u r  maturat ion,  a l o r s  que des 
c o n c e n t r a t i o n s  d'ABA comparativement beaucoup p l u s  grandea n'ont  aucun 
effet s u r  d e s  embryons i n i t i a l e m e n t  p l u s  matures  qui demeurent i n s e n s i b l e s  
au r g g u l a t e u r  de  c ro i s sance ,  con t inuen t  de c r o î t r e  et germent. Donc le  
moment du t r a i t e m e n t  de maturat ion avec l ' M A  s e r a i t  un f a c t e u r  c r u c i a l  
pour les l i g n é e s  de luze rne  é tud i6es .  11 se peu t  q u ' i l  s o i t  t o u t  a u s s i  
important pour d ' a u t r e s  espèces (I ida e t  al.  1992) .  Similairement ,  le 
moment où est e f f e c t u d e  l a  d e s s i c c a t i o n  d'un embryon eornatique serait à 
prendre  e n  c o n s i d é r a t i o n  (Gray & Compton 1993, Ranch 1993).  
Puiaque les t r avaux  sur l a  matura t ion  d e s  embryons somatiques de plusieurs 
espèces  suggèrent  qu'une phase de matura t ion  r e q u i e r t  aouvent une période 
d ' a r r ê t  ou de s t a b i l i s a t i o n  de l a  c ro i s sance ,  les recherches  v i s a n t  
1 ' amé l io ra t ion  d e  l a  q u a l i t é  des embryons somatiques pax l a  matura t ion  
convergent  p a r f o i s  v e r s  c e l l e s  p o r t a n t  s u r  l e u r  p ré se rva t ion  e t  l e u r  
conse rva t ion  ( F l o r i n  et a l .  1993). Géneralement, les personnes qui se 
préoccupent  de stabiliser l a  croissance des  embryons s ' i n t é r e s s e n t  aussi 
aux a p p l i c a t i o n s  d e  l 'embryogenèse somatique car s a n s  s t a b i l i s a t i o n  p a s  de 
prese l l t a t i on  ou de conserva t ion  a long  terme et, cons&penwient, beaucoup 
moins d'applications poseiblee. Les travaux relatifs B la stabilisation 
dee embryons somatiquee concernent €videment la dessiccation, la 
déshydratation et l'usage de régulateurs de croissance, mais aussi des 
traitements par hypoxie, par reduction de température (allant jusqu'à la 
cong6lation) et par séchage à froid (Florin et al. 1993). Globalement, il 
reste beaucoup B faire pour déterminer les effets de chaque technique sur 
la qualité des embryons ainsi que les combinaisons de techniques les plus 
appropriées à chaque espêce (Florin et al. 1993, Fujii et al. 1993, Gray 
& Compton 1993). 
2.1.9 APPLICATIONS POSSIBLES DE L'E~BRYO~EWÈSE SOMILTIQUE 
Depuis sa découverte, l'embryogenèse somatique suscite 1 * interet de divers 
apécialistea de la biologie végétale car elle constitue un outil unique 
pour explorer des processus comme l'embryogenèse zygotique, la 
différenciation, la maturation, la croissance et le développement des 
végétaux qui sont trop compliqués ou difficiles à étudier in vivo 
(Ammirato 1983a, Evans et al. 1981, Kamada et al. 1994, Kiyosue et al. 
1993a, Nomura & Komamine 1986a & b, Penne11 et al. 1992, Thomas & Wilde 
1987, Thorpe 1988). En fait, l'utilisation de l'embryogenèse somatique 
comme outil de recherche fondamentale est sans contredit 8011 application 
la plue courante et, B ce jour, la plus profitable scientifiquement. 
Par ailleurs, de toutes les methodes de culture de tissus végétaux 
1'embryogenSae somatique a l'un des meilleure potentiel6 d'application, 
principalement parce que des embryons somatiques normaux et de bonne 
qualit6 ont une structure bipolaire, s'obtiennent comme des entité8 
individuelles séparées les unes des autres et peuvent être produits en 
trS6 grand nombre dans des euepensions liquides. Dans cette perspective, 
la liete suivante résume d'autres ueagee envieagés pour 18embryogen&se 
somatique avec quelques unes de leurs principales références: 1) la 
multip~ication a grande Bchelle de semis obtenus par clonage (Cazzulino et 
al. 1990, Chi et al, 1994, Denchev et al. 1992, Evans et al. 1981, Gray & 
Purohit 1991, Huang et al. 1993, Lutz et al. 1985, Sharp et al. 1982, 
Thorpe 1988); 2) la production de plantes exempter de maladie au de 
pathogene (Cazzulino et al. 1990, Evans et al. 1981, Li 1993, Ranch 1993, 
Sharp et al. 1982); 3) la reproduction de vari8tés véggtales améliorées 
(dont celles obtenues par des nouvelles techniques du génie génétique) qui 
peuvent être asexuées, instables génétiquement ou pour lesquelles il peut 
être préférable d'éviter les croissements hasardeux de la reproduction 
eexu6e (Evans et al. 1981, Huang et al. 1993, Li 1993, Lutz et al. 1985, 
McKersie et al. 1989, Nomura & Komamine 1986b, Roberts et al. 1993, Sharp 
et al. 1982, Thorpe 1988, Vasil 1988); 4) l'obtention de métabolites 
secondaires a haute valeur ajoutée (Ammirato 1983a, El-Fiky et al. 1989, 
Fouler 1987, Greidziak et al. 1990, Janick et al. 1989, Nakagawa et al. 
1982, Ranch 1993, Thorpe 1988) ; 5) la conservation des génomes (germplasm 
conservation) de variétés végétales en voie d'extinction et de variétés 
dont les semences ne sont pas stables ou uniformes génétiquement (Ammirato 
1983 a & b, Bowley et al. 1993, Gray & Compton 1993, Gray & Purohit 1991, 
McKersie et al. 1989, Shaq et al. 1982); 6) et enfin la commercialieation 
de eemences dites synthétiques ou artificielles (Ammirato 1983a, Chi et 
al. 1994, Evans et al. 1981, Fujii et al. 1987, 1989, 1990 & 1993, Gray 
1987a, 1987b & 1990, Gray & Compton 1993, Gray & Purohit 1991, Gray et al. 
1987, Iida et al. 1992, Janick et al. 1989, Le Deunf f Y 1993, Li 1993, 
McKersie et al. 1989, Molle et al. 1993, Nouaille & Petiard 1988, Ranch 
1993, Redenbaugh 1993 & 1990, Redenbaugh et al. 1986, 1987a & b, Roberts 
et al. 1993, Sanada et al. 1993, Styer 1985). Il est intéressant de noter 
que certaines de ces applications potentielles auraient entre autres 
conséquences de pouvoir consacrer une plus grande proportion des terres 
arables B des cultures de végétaux qui sont directement consommables par 
des populations humaines plutôt qu'a la production de graines ou de 
tubercules destinés B la propagation végétale. 11 convient également de 
mentionner que l'embryogenèse somatique devrait conetituer un des moyens 
de régénération des végétaux qui assureront éventuellement l'autosuffis- 
sance alimentaire de colonies humaines vivant d'agriculture hydroponique 
dans des stations spatiales, d'où l'intérét de la NASA pour celle-ci. 
Parmi les applications possibles, la plus d8veloppée est vraisemblablement 
la conservation de génomes de variétés vegétalea particulieres qui sont 
préeerves présentement à 1'Btat de plantes entières dans des stations 
agricoles gérees habituellement par des gouvernements. C'eet dans cette 
optique que sont effectuées plusieurs des recherches sur la maturation et 
la  s t a b i l i s a t i o n  des embryons somatiques, car du moment où s o n t  obtenus de 
façon constante e t  reproduct ib le  des  embryons de bonnes q u a l i t 6  pour une 
variété donnee, il s u f f i t  de  pouvoir l e s  préserver a long terme pour  avo i r  
une méthode idéale  et  économique de conservation de son génome (Gray & 
Compton 1993, Gray & Purohit 1991, McKersie et al. 1989). 
L' idée d ' u t i l i s e r  l'embryogenèse somatique pour la  production commerciale 
de  semences a r t i f i c i e l l e s  ou synthét iques  date  des années 1970 e t  elle 
appa r t i en t  a Toshio Murashige- S i  c e t t e  idée en a i n t é r e s sé  p lu s i eu r s  de- 
pu i s  1978, l e s  r é a l i s a t i ons  concrètes se fon t  toujours  attendre (Aimnirato 
1983a, Cazzulino et al .  1990, Redenbaugh et a l .  1987b) . Puisqu 'on j u s t i f i e  
p lu s i eu r s  recherches en embryogenèse somatique par cette application 
p o t e n t i e l l e ,  il importe de bien l a  décr i re .  L'équipe de Redenbaugh d é f i n i  
une semence a r t i f i c i e l l e  comme un embryon somatique contenu dans une 
enveloppe p ro tec t r i ce  B P i n t é r i e u r  de l aque l le  pourraient  être ajoutés  
des  nutriments, des régula teurs  de croissance,  des agents de conservation,  
des produi t s  contre des pathogsnes ou même des organismes symbiotiques 
( F u j i i  e t  a l .  1987, 1989, 1990 t 1993, Redenbaugh 1990 & 1993, Redenbaugh 
e t  al- 1986, 1987a 6t b, Sanada e t  a l -  1993) C e t t e  d é f i n i t i o n  mettant 
d ' abord 1 * accent eur l a  presence d 'une enveloppa, elle est cependant &op 
r e s t r i c t i v e  car elle exclut d'emblée t o u t  embryon somatique q u i  aurait 
conservé tout son po ten t ie l  rGggn6rateur mais e e r a i t  demeuré nu. Dans ce 
contexte,  il aemble preférable de se r e f é r e r  à une d é f i n i t i o n  p lus  l a rge  
et p l u s  souple en considérant  comme semence synthétique t o u t  embryon 
somatique qui, une f o i s  s t a b i l i s 6 ,  peut  xeproduire fidèlement le programme 
génétique de la plante-mère de l a  m h e  maniere que le  f e r a i t  une semence 
n a t u r e l l e  (Gray & Purohit 1991) Ce t te  dernière  dé f i n i t i on  a l ' avantage de 
r ep l ace r  l'embryon somatique au cen t re  du concept de  semence a r t i f i c i e l l e  
et de reconnaître implicitement l ' importance de sa qua l i t é .  
P a r  a i l l e u r e ,  pour des ra ieons  non clairement expliqugee dans l a  l i t t é r a -  
ture, plusieurs  recherches du domaine des semences a r t i f i c i e l l e s  por tent  
s u r  les methodes e t  les conséquences de l*encapsula t ion d'embryons 
somatiques d'espérces variees (Bapat & Rao 1988, Baxbotin e t  a l .  1993, 
F u j i i  e t  a l .  1987 & 1989, G a r r e t t  1993, Ghosh & Sen 1994, Janick et a l -  
1989, Kim & Janick 1989 & 1990, Ki t to  & Janick 1985a & b, L i  1993, Liu et 
al. 1992, Mariani et al, 1992, Molle et al. 1993, Redenbaugh et al. 1986, 
1987a & b, Sanada et al. 1993, Tay et al, 1993, T i m b e r t  et al. 1995). Dans 
la plupart des cas, ces travaux concluent que la difficulté à obtenir de 
bonnes semences artificielles est due au manque de maturite ou de qualité 
d e s  embryons, a la nécessité d'induire une phase de repos ou à l'absence 
d'une méthode adéquate de conmervation. Or la solution toutes ces 
difficultés relève principalement d'une meilleure compréhension du 
proceesus embryogene et vraisemblablement d'une capacité h contrôler 
parfaitement les conditions de culture. 
Quelque soit l'application immédiate ou future de l'embryogenèse vbgbtale 
somatique, son succès est essentiellement fonction de deux choses: l'état 
d'avancement des connaisaances et sa rentabilité. L'importance de 
poursuivre les recherches pour mieux connaître l'embryogenèse et obtenir 
de façon reproductible des embryon6 de la meilleure qualité possible fait 
l'unanimité. Quant la rentabilite d'une application, si les chercheurs 
reconnaieeent généralement qu'elle dépend toujours en partie de la valeur 
Qconomique de la variéte en cause et de la compétitivité de l'application, 
plusieurs oublient qu'elle dépend aussi très souvent de la technologie et 
du degré d'automatisation en cause (Fujii et al. 1987, Styer 1985, Vasil 
1988). Dans cette perspective, il ne fait aucun doute que l'usage de 
bioréacteurs bien adaptés a la culture des embryons somatiques est 
nécessaire autant l'accroissement de8 connaissances qu'au developpement 
d'applications commercialement réaliates, 
2.2 PARA&TREs DE CULTURE El! OBTEWTION D'gEtBRYONS SOCIATIQUES 
Cette seconde section du Chapitre 2 porte sur des aspects importants des 
parametres de culture in vitro qui doivent gtre considérés pour obtenir 
des embryons somatiques. Ces aspects sont revus syetématiquement dans les 
huit sous-sections qui euivent en mettant l'accent sur le cas de la 
carotte lorsque l'information est disponible. 
2.2.1 TISSUS et CELLULES EWBRYOO&NES 
Bien qu'en culture in vitro on reconnaisse que des embryons somatiques 
sont: produite plus facilement partis de tisaue immatures, peu ou pas 
différenciés ou qui proviennent de jeunes pousses (Carman 19901 Nouaille 
& Pétiard 1988, Thorpe 1988, Vasil & Vasil 1980), pour plusieurs espèces 
on ne peut obtenir des embryons somatiques qu'en utilisant du tiesu d'une 
seule partie ou de certaines parties spécifiques du corps d'un plant 
mature (Ammirato 1983a, Hu & Wang 1986). Cependant Daucus carota n'est pas 
l'une de ces especes car des embryons somatiqries ont été obtenus en 
cultivant des tiseus provenant de pratiquement toutes les parties d'un 
plant de carotte dont entre autres: de la racine principale ou pivotante 
(Steward et al. 1958b), des racines adventives (Smith & Street 1974), des 
p6tioles (Evans et al. 1981, Halperin 1964 & l966), des pédoncules floraux 
(Halperin & Wetherell 1964a)' de la portion la base des cotylédons d'une 
plantule (Fu j imura & Komamine l979a) , d'embryons zygotiques retirés de 
leurs enveloppes (Smith & Krikorian 1989 & 1990a & c, Steward et al. 
1964), de protoplastes (Kameya & Uchimiya 1972) ou encore dee portione du 
méricarpe de semences nouvellement germees (Smith & Krikorian 1989 & 1990a 
6; c) . Cette facilité a obtenir des embryons somatiques de carotte explique 
en grande partie pourquoi cette espt5ce est devenue l'un des modèles 
biologiques de 1'embryogenQae somatique. Par ailleurs, il existe aussi des 
indications à l'effet que l'origine des tieeue cultivb pour obtenir des 
embryone serait une variable importante de la variation somaclonale 
définie en 2.1-6.2 (Evans & Sharp 1986). On croît, par exemple, que des 
lignées cellulaires développées a partir de tissus de méristèmes auraient 
une meilleure stabilité génétique (Vasil 1987). Enfin la surface de tout 
tissu devant dtre désinfectée completement avant sa mise en culture, il 
importe d'utiliser ou d'adapter une méthode chimique qui ne l'endommage 
pas (Evans et al. 1981, Hu & Wang 1986, Seabrook 1980). 
Les caractéristiques histologiques générales des cellules embryogènes 
(BOUS-section 2.1.2) valent &idemment pour celles de Daucus carota. De 
plus, les suspen~ions cellulaires de carotte présentant habituellement des 
cellules de formes et de dimensions diverses, on a observé que dans 
certaines conditions de culture, 90% des cellules sphériques d'environ 12 
pm de diamètre se diffgrencient pour donner des embryons, 10% des cellules 
ovales font de même, mais qu'aucune cellule de forme allongée ne se 
différencie (Nomura & Komamine 1985). Ces résultats sur la composition 
cellulaire d'une lignae embryogàne de carotte suggerent aussi des 
echarios possibles pour expliquer que des lignées-soeurs obtenues par 
sous-culture d'une même auspension et maintenues dans les mêmes 
conditions, produisent souvent des quantités et des qualités differentes 
d'embryons (Drew 1979, Lutz et al. 1985) . Par ailleurs, il importe de 
rappeler que les cellules embryog&neo de carotte cultivées en suspension 
forment des amas cellulaires de 50 a 100 pm de diamètre partir desquels 
Be développent dee embryona (Halperin 1966, Jones 1974 a & b, McWill iam et 
al. 1974, Nomura & Komamine 1986b). 
2.2.2 P R ~ ~ A R A T I O H  D'UN I N O C O L ~  
L ' inoculum d'une culture d' embryons somatiques est défini comme une 
portion de matériel vivant qui compte des cellules embryogènes dont on 
ensemence un milieu frais (solide ou liquide) afin d'amener celles-ci à se 
multiplier. Un tel inoculum peut provenir d'un cal ou d'une suspension et 
le type de multiplication (différenciée ou non) dépend de la composition 
du nouveau milieu de culture. À moins d'indications contraires, les 
inocula et les milieux inoculés dont il est question dans le présent 
mémoire sont sous forme Liquide (culture en suspension). 
Parce que le6 cellules embryogenes de carotte forment des amas et compte 
tenu des problème6 concomitante de synchronie et cl'h6térog&n&ité des 
cultures embryogènes, de nombreux groupes de recherche utilisent des 
inocula rgsultants d'une ou plusieurs filtrations. Par exemple dane le cas 
de Daucus carota, on forme très souvent un inoculum a partir de la 
fraction de materiel qui n'est pas retenu par un filtre d'environ 100 Fm 
mai6 qui l'eat par un filtre de 43 55 pm (Coutos-Thevenot et al. 1990, 
Dijkema et al.  1988, Fujimura & Kamamine 1979a, Giu l iano  e t  al .  1983, 
Halper in  1964 P 1966, H a r i  1980, Huang et a l .  1992 & 1993, J a n s e n  et  al .  
1990, J a y  et al. 1992 P 1994, Michalczuk e t  a l .  1992, Molle et a l .  1993, 
Schiavone 6t Cooke 1985, T h e r s  et  al. 1989, Wetherel l  1 9 8 4 ) .  D'autres  
équipes  p l u s  ex igean te s  n ' u t i l i s e n t q u e  l a  f r a c t i o n  passant  un  tamisage de  
63 p u  mais r e t e n u e  p a r  un tamis  de 37 p (Kamada et  a l .  1989, Ramada & 
Harada 1979a & b, Satoh et al. 1986,) ou de 32 p (Maeuda et al. 1991).  On 
p r o f i t e  p a r f o i s  d 'une f i l t r a t i o n  pour r i n c e r  le matériel embryog4ne A 
l'aide de m i l i e u  f r a i s  a f i n  de  le l a v e r  de subs tances  p o t e n t i e l l e m e n t  
ind6e i r a b l e e  . 
L ' inocu la t ion  d'un c e r t a i n  volume de m i l i e u  f r a i s  a des  f i n s  d e  rep iquage  
c e l l u l a i r e  pour  l ' e n t r e t i e n  périodique d 'une suspension embryoghe  d i f f e r e  
de celle a des f i n s  de product ion d'embryons p a r  r appor t  a l a  q u a n t i t é  
d'inoculum u t i l i s é e .  Alors  que l ' inoculum d'un repiquage c e l l u l a i r e  e s t  
typiquement fixé e n t r e  1 5  et 25 % du volume t o t a l  inoculé,  l a  p ropor t ion  
d ' inoculum pour  l a  product ion  d'embryons somatiques est comparativement 
p l u s  f a i b l e  et les façons  d'exprimer celle-ci v a r i e n t  beaucoup d'un 
p r o t o c o l e  b l ' a u t r e .  Par exemple, on e ' a s s u r e  p a r f o i s  de l a  p ré sence  d'un 
nombre minimal ou maximal d e  c e l l u l e s  ou d'amas p a r  u n i t e  d e  volume t o t a l  
inoculé ,  a l o r s  que dans d ' a u t r e s  cas  on cons idère  le poids ou  le volume de 
matériel embryogene décanté ,  f i l t r é ,  sédimenté e t / o u  c e n t r i f u g é .  
C e t t e  absence de l i g n e  d i r e c t r i c e  c l a i r e  quant  à l ' i n o c u l a t i o n  à des  f i n s  
d e  product ion  r e f l è t e  en bonne p a r t i e  l a  con t rove r se  e n t o u r a n t  les e f f e t s  
proposés d e  l a  d e n s i t é  des  suspensions s u r  l'embryogenese somatique.  Dans 
c e r t a i n s  ca s ,  il eemble qu'une inocu la t ion  a f a i b l e  d e n s i t d  ( p a r f o i s  s i  
peu que 0 , l  % du volume t o t a l  inoculé)  p e r m e t t r a i t  d ' o b t e n i r  u n e  m e i l l e u r e  
product ion  d'embryons somatiques ( D e  V r i e s  e t  a1.1988b, K i t t o  & J a n i c k  
198533, Molle et al. 1993, Nouai l le  & P é t i a r d  1988, Sharp e t  al .  1980),  
a l o r s  que Ducoa e t  co l l egues  (1993) produisant  des  embryons somatiques d e  
c a r o t t e  dans un b i o r e a c t e u r  d e  d ix  l i t res  ob t i ennen t  l e u r 6  m e i l l e u r s  
r é s u l t a t s  pour  une cuv6e inocul6e  a 1,0% (v /v )  comparativement a d ' a u t r e s  
cuvées i n o c u l é e s  a 0,058 e t  0,1%. 
D'autre  p a r t ,  Halper in  (1967) rappor te  que pour des  inocula  r e p r é s e n t a n t  
moins que 20% du volume total d'une suspension cellulaire de carotte, les 
embryons obtenus sont d'autant moins nombreux et moins matures que la 
dilution est grande. S'inspirant d'observations analogues sur des cultures 
de cellules de mammif&res, ce dernier propose que ce résultat peut être dû 
a une trop grande dilution dans le milieu de culture de "métabolites 
cruciaux". Concluant aussi & l'importance de la densité, Hari (1980) 
démontre cependant qu'une faible densité d'inoculum peut Otre compensée 
par l'ajout d'un extrait de milieu provenant d'une suepension cellulaire 
denee, ce qui euggère effectivement que la bonne compl6tion du processus 
embryogène requiert la prieence de mitabolitee synth6tiaés par les 
cellules. 
Des etudes confirment que les métabolites en cause sont vraisemblablement 
de6 protbinee (De Vries et al. 1988a, Komamine et al, 1992, Sterk & De 
Vries 1993, Sung & Okimoto 1981) et qu'une densité minimale d'inoculum est 
nécessaire a l'obtention d'embryons normaux (Warren br Fowler 1981). 
D'aprss le professeur Kamada (communication personnelle) la densité 
d' inoculum serait un faux problème même si, lors de culture en suspeneion, 
elle aurait un effet indirect sur l'atteinte des eeuils de concentration 
des substances stimulant l'embryogenèse et de celles qui, peut-être, 
l'inhibent. Ainai, tant que l'équilibre entre ces substances demeure 
favorable l'embryogen&se, la seule chose importante serait que toue les 
nutriments soient prhents en concentrations suffisantes pour supporter 
1 ' acti vit6 embryogène de la culture. En cons6quence, une limitation 
nutritionnelle quelconque qu'on ne détecte pas, comme cela semble être le 
cas avec Molle et collègues ( 1 9 9 3 ) r  peut mener facilement à des 
conclusione erron6ee quant aux effets de la densité de l'inoculum. 
2.2.3 XILIEüX D~FINIS CEIWfQüEMENT ET PRINCIPAUX NUTRIMENTS 
Le début de la culture de cellules et de tissus de végétaux se confond 
avec les découvertes des composantes essentielles des milieux de culture 
(Gautheret 1985, Murashige 1977). Un tras grand nombre de milieux de 
culture ont &té élabor&s en fonction de besoins spécifiques, si bien que 
Huang et Murashige ( 1976 ) comparent la composition d 'une quinzaine d'entre 
eux. D'après la littérature, les milieux de base les plus utilisés pour 
l 'obtent ion  d'embryons somatiques sont  le SH (Schenk & Hildebrandt 1972), 
le  85 (Gamborg et al.  1968) e t  le MS (Murashige & Skoog 1962), t o u s  des 
milieux consid6r6s comme fortement concentrée en sels minéraux (Ammirato 
1983a). D e  p lus ,  parmi ces  t r o i s  mil ieux environ 70% des  c u l t u r e s  
embryogenes son t  ef fec tuées  avec MS ou ses dér ivés  (Ammirat0 1983a, Thorpe 
1988). 
D e  façon générale,  un milieu de  c u l t u r e  é lémenta i re  compte au moins deux 
types  d e  composantes: des sels minéraux e t  des éléments organiques. Les 
sels minéraux sont  départagés en macronutriments e t  micronutriments se lon  
q u ' i l 8  sont  requia  en concentrations p lue  (mM) ou moins (PM) é levées  pour 
l a  croissance  et le développement des c e l l u l e s  végétales.  Les 
macronutriments indispensables sont: l ' a z o t e  qu i  sert dans l a  synthàse des 
a c i d e s  aminés, des acides nucléiques, des  proté ines ,  des  chlorophyl les  et 
des  enzymes; le phosphate q u i  est impliqué dans t o u t e s  les voies  
métaboliques importantes (synthèses de  proté ines ,  r e s p i r a t i o n  c e l l u l a i r e  
e t  pho tosyn thhe)  et qu i  e s t  un élément des  phospholipides; le potassium 
q u i  ca ta lyee  p lus ieurs  réac t ions  enzymatiques et q u i  e n t r e  dans l a  
synthàse  des proté ines  e t  des  glucides; l e  calcium q u i  joue un r ô l e  dans 
l ' a e s i m i l a t i o n  d e  l 'azote,  dans l a  cro issance  c e l l u l a i r e  a i n s i  que comme 
cofac teur  de c e r t a i n e s  enzymes; le  sauf f re , communément fourn i  sous forme 
d e  s u l f a t e ,  q u i  est un const i tuant  de c e r t a i n s  ac ides  aminés e t  vitamines; 
et l e  magnéeium qui e s t  un élément e s s e n t i e l  d e  l a  chlorophylle ,  de 
c e r t a i n e s  vitamines et qui  e n t r e  dans l a  formation d 'ac ides  aminée, de 
l i p i d e s  et de glucides.  Bien qu'on considère l e  eodium et  le ch lo re  comme 
n ' é t a n t  n i  bénéfiques n i  néfas tes  pour les c u l t u r e s  vég0tales,  i ls  se 
re t rouven t  souvent en grandes proport ions dans les milieux p u i s q u ' i l s  y 
mont a t i t r e  d e  contre-ions de p lus ieu r s  macronutrimente. Au moins h u i t  
micronutriments sont  u t i l i e é s  pour l a  c u l t u r e  de c e l l u l e s  e t  de t i s s u s  
viZg8taux: l e  bore, le cobal t ,  le cu iv re ,  l ' i o d e ,  le manganèse, le 
molybdhe,  le z inc  e t  le  f e r  (Ozias-Akins P Vasil  1985). Habituellement le  
f e r  eet mieux ass imi lé  ~ o u a  l a  forme d'un ché la te  avec l ' a c i d e  éthylènedi-  
aminetétraact5tique ou EDTA (Ammirat0 1983a, Singh & Krikorian 1980). 
Parmi les éléments organiques d'un mi l ieu ,  on re t rouve des g lucides ,  des 
~ B g u l a t e u r s  de  croissance e t /ou  des hormones, des  vitamines, des  ac ides  
aminés et des amides, ainsi que divers acides organiques. Pour des 
cultures expérimentales il est toutefois préférable de réduire le nombre 
et la diversité des éléments organiques a l'essentiel, soit aux glucides 
et aux vitamines, de maniàre à minimiser le nombre de variables 
nutritionnelles. Les r6gulateure de croissance sont 1 objet d'une sous- 
section séparée ( 2 . 2 . 5 ) .  
MalgrQ l'importance des glucides comme eource première de carbone pour 
combler les besoins énerg6tiques et structuraux de cellules végétales 
h6t6rotrophes (non photoaynth8tiques) cultiv6es in vitro, on ne compte que 
quelques études critiques sur ce sujet. Levi et Sink (1990), travaillant 
a 1 'obtention d'embryons eomatiques d'asperges sur géloses à partir de 
cals, concluent que la production est meilleure quantitativement et 
qualitativement avec du sucrose qu ' avec des concentrations équivalentes de 
glucose ou de fructose. Strickland et collègues (1987), comparant 
systématiquement une trentaine de glucide6 pour l'obtention d'embryons de 
luzerne sur milieux gélifiés, indiquent que le maltose a une concentration 
(p/v) de -4% permet le meilleur rendement, qu'en ajoutant 1% de maltose à 
3% de sucroee on obtient presque trois fois plus d'embryons qu'avec 4% de 
sucrose seul, mais que ce6 effets poeitifa du maltoee dépendent de la 
presence du cation ammonium en concentration suffisante (optimum de -15 
mM). Un autre groupe, adoptant une approche statistique d'optimisation et 
de mod&lisation, determine que 20,8 g.L" (ou 2 , 0 8  % )  de sucrose avec 35 mki 
d'azote inorganique total sont des concentrations permettant d'obtenir une 
production maximale d'embryon8 de bouleau (Nuutila et al. 1991). 
Concernant la production d'embryons somatiques de carotte, Verma et 
Dougall (1977) comparent une douzaine de glucides et ils déterminent que 
c'est avec du sucrose (-2% p / v )  qu'on en obtient le plus lors de cultures 
en suspension liquide. 11s soulignent aussi que le ou les types de glucide 
et les proportions qui sont le plus appropriés a une culture donnée sont 
susceptibles de varier d'une espèce ou d'une lignée Zi l'autre et parfois 
m&me d'un stade de développement B un autre. Depuis ces travaux, les 
&tudes en embryogenese eomatique sur des lignees de carotte ee font 
principalement avec du sucrose comme source de carbone mais a des 
concentrations très diverses (Thorpe 1988). L'équipe de Dijkema (1988) a 
démontr4 que le sucrose est complètement hydrolysé en glucose et en 
fructoee par une invertase membranaire et que seule ces monosaccharides 
sont absorbés par les cellules embryogènes de carotte. 
Par ailleurs, et parce que la stérilisation est une étape essentielle de 
la preparation d'un milieu de culture, on note que juequ'h 70% du sucrose 
peut atre hydrolysé durant la st6rilisation a l'autoclave (Levi & Sink 
1990) et qu'un milieu ne contenant que du fructose &/ou du glucose 
devient inhibiteur de certaines cultures v6gétales apres une telle 
stérilisation (Ozias-Akins 6t Vasil 1985, Steheel 6t Caplin 1969). En 
n'utilisant que du sucrose et en ne prolongeant pas indhent les temps de 
sejour à l'autoclave on minimise le6 effets négatifs de cette mgthode de 
stérilisation. En fait, parce que la plupart des composés organiques d'un 
milieu de culture (incluant les vitamines et les régulateurs de 
croissance) risquent d'gtre alterde durant leur passage à l'autoclave 
(121°C), il est preferable de travailler avec des volumes de milieu qui 
requierent un temps de st6rilisation ne dépassant pas 15 à 20 minutes 
(Huang & Murashige 1976, Ozias-Akins & Vasil 1985, Seabrook 1980). Selon 
les volumes, il faut donc parfois considérer d'autres méthodes (telle que 
la filtration) pour st6riliser les substances organiques moins stables. 
Huang et Murashige (1976) mentionnent une dizaine de précurseurs 
vitaminiques qui sont fréquemment utilisees en culture de cellules de 
plantes selon les besoins. fl semble cependant que seul la thiamine soit 
nécessaire la croissance vegétale (Evans et al. 1981, Huang & Murashige 
1976, Ozias-Akine & Vaeil 1985). Dans les trois milieux de base les plus 
utilieée (SHI BS & HS) pour 1 'obtention d 'embryons somatiques, on retrouve 
ainsi quatre précurseurs vitaminiques : 1 'acide nicotinique, la pyridoxine, 
l'inositol et la thiamine. Les proportions de ces quatre prkurseure dans 
les milieux 85 et MS sont indiquees au Tableau 4.1 dans la catégorie 
vitamines. On y note que B5 contient deux fois plus d' acide nicotinique et 
de pyridoxine que US, cent fois plus de thiamine et que les deux milieux 
ont une meme concentration en inositol (Wetter & Constabel 1982). Outre 
cette différence remarquable, les milieux BS et MS eont aussi distincts 
quant leurs concentrations respectives en ammonium, un nutriment 
important pour 18embryogen&se somatique. 
2.2.4 LE CAS PAR!FfCtlLXER DES SOURCES D'ABO2E rt CELUI DU POTASSIUM 
L'importance et l e  choix  des sources  d 'azo te  inorganique appropr i ées  pour 
l 'embryogenèse somatique on t  c o n s t i t u é  au d é p a r t  une c e r t a i n e  con t rove r se  
parmi les p ionn ie r s  du domaine. En e f f e t ,  a l o r s  que Ba lpe r in  e t  Wethere l l  
(1965) s o n t  les premiers  B no te r  que l ' i o n  ammonium semble n é c e s s a i r e  à 
l ' o b t e n t i o n  d'embryons somatiques dans c e r t a i n e s  suspens ions  c e l l u l a i r e s  
de  c a r o t t e ,  Reiner t  (1967) s o u t i e n t  q u ' i l  n 'en est r i e n  a v e c  ses c u l t u r e s  
de c a l s  embryogènes de c a r o t t e  s u r  geloeee pour  l e s q u e l l e s  le n i t r a t e  s e u l  
s u f f i t .  Tazawa et Re ine r t  (1969) é t a b l i s s e n t  peu après  que les c e l l u l e s  de 
l e u r s  cals embryogènes se doivent  de  c o n v e r t i r  une p o r t i o n  d 'azo te  e n  
ammonium pax réduct ion  du n i t r a t e  c a r  il semble qu'une c o n c e n t r a t i o n  d'au 
moins 5 rnM d'ammonium i n t r a c e l l u l a i r e  est un p ré requ i s  pour que des 
embryons se forment. Ces au teu r s  maint iennent  cependant que  l a  présence du 
c a t i o n  dans le mi l ieu  d e  c u l t u r e  n ' e s t  pas  nécessa i re .  
Wethere l l  e t  Dougall (1976) s o n t  convaincus que les t ravaux s u r  les 
beso ins  e n  azo te  qu'on e f f e c t u e  avec des  g6 loses  peuvent mener à des 
conclue ions  e r ronées  pa rce  que les p o r t i o n s  d e  c a l s  u t i l i s é e s  comme 
inocu la  aon t  s u s c e p t i b l e s  de c o n t e n i r  des  composés a z o t é s  r é d u i t s ,  tels 
que de l'ammonium ou d e s  ac ides  aminés, mgme s i  les mi l ieux  n e  cont iennent  
que du n i t r a t e .  Ils proposent d ' u t i l i s e r  des c u l t u r e s  e n  suspension 
i n o c u l i e s  avec de f a i b l e s  volumes d'inoculum pour c l a r i f i e r  ces  beso ins  
n u t r i t i o n n e l s .  Ils me t t en t  a i n s i  f i n  B la cont roverse  e n  r appor t an t  des  
r 6 s u l t a t s  q u i  indiquent  qu'une eource d ' azo te  r é d u i t  d o i t  ê t r e  a j o u t é e  
absoluement, ne s e r a i t - c e  que 0 , l  inM, à des mi l ieux  contenant  de 5 à 95 mM 
de ïUQ a f i n  d ' ob ten i r  de5 embryons de  carottes et que -10 mM d'ammonium 
(NH,Cl) c o n s t i t u e  un optimum lo r sque  l a  concent ra t ion  e n  KN03 se s i t u e  
entre 1 2  et 40 mM. C e s  au t eu r s  montrent a u s s i  que de6 acides organiques 
azo tée  peuvent remplacer le  ch lo ru re  d'ammonium à titre de complément au 
n i t r a t e  de potassium. D e  plus ,  i ls  suggèrent que c e r t a i n s  ac ides  aminés 
comme l a  glutamine ou l ' a l a n i n e  peuvent suppor te r  l a  c ro i s sance  et  
l 'embryogenèse de suspensione c e l l u l a i r e s  d e  c a r o t t e  e n  t a n t  que sou rce  
unique d ' a z o t e  a l o r s  que c e l a  ne s e r a i t  p a s  p o s s i b l e  lorsque  l ' i o n  
ammonium c o n s t i t u e  c e t t e  s e u l e  sou rce  (Dougall & Verma 1978) .  
Bien que travaillant avec des cale de carotte cultives sur des milieux 
gélos6s, Kamada et Harada (1979b & 1984a6b) confirment plus tard 
l'ensemble des résultats pr6cédents et ils proposent que les effets 
stimulants de composés azotBe réduits (annnonium et/ou acides aminés) sur 
l'embryogenèse somatique s'expliquent par le fait que ces derniers sont 
h6diatement utilisables pour la synthèse de proteines essentielles 
telles que les enzymes du métabolisme de l'azote, ce qui permet la 
prolifération cellulaire rapide requise par la formation d'embryons. 
Dans la même perepective, des travaux avec diffgrentes lignées de cellules 
de luzerne (Hedicago sativa) indiquent globalement qu'une source exogène 
d'amnonium est nécessaire à 1'embryogenSse et que des milieux contenant de 
10 mM b 25 mM de ce cation avec 25 mM de nitrate ou des concentrations 
Blevées d'alanine (50 a), d'arginine (30 mM), de glutamine (30 mM) ou de 
proline (100 mM) favorisent, salon le cae, une augmentation du nombre 
d'embryons et/ou de leur qualité (Meijer & Brown 1987, Stuart & Strickland 
1984a&b, Walker & Sato 1981). Stuart et ses collègues (1985a) rapportent 
aussi que l'ammonium agirait en synergie avec ces acides amines pour 
stimuler l'embryogenèse de ligneee de luzerne et qu'une concentration de 
5 a 7 , 5  mM d'ammonium serait optimale pour l'obtention d'embryons de 
celeri. 
On retient de ces travaux et de ceux sur d'autres espkes (Ozias-Akins & 
Vasil 1985) que, dans l'eneemble, s'il est probable que tout milieu de 
production d'embryons doit contenir une ou plusieure eources d'azote 
réduit en complément au nitrate, il est certain que la nature, les 
meilleures combinaieons et les concentrations de cea sources doivent être 
étudiéea pour chaque espèce ainsi que pour chaque 1ignOe considerées 
(Stuart et al. 1985b). Par ailleurs, d'autres résultate suggerent que 
l'embryogenèse chez certaines lignées de luzerne dépendrait d'interactions 
entre le(s) régulateur(s) de croissance et l'amnium (Sharp et al. 1980, 
Walker & Sato 1981) ainsi qu'entre le maltose et ce cation lorsqu'il est 
présent a une concentration optimale de 15 mM (Strickland et al. 1987). 
En ce qui concerne le potassium, Tazawa et Reinert (1969) travaillant avec 
des cals de carotte cultivée sur géloees sont les premier8 à remarquer que 
ce cation a un effet positif pour l'obtention d'embryons lorsque le milieu 
de culture contient une certaine quantite d'ammonium comme source d'azote. 
C'est cependant a Brown et collègues (1976) que revient le mgrite d'avoir 
étudie eyet€matiquement les besoins en potassium de euepensions 
embryogènea de cellules de carotte. Ceux-ci font plusieurs constats 
intéressants dont: 1) que la croissance globale de la biomasse (gvaluée 3 
partir de la concentration de biomasse sèche finale) n'est pae affectée 
pas la concentration en potassium; 2) que l'embryogenèse dépend en partie 
du potassium puisque le nombre final d'embryons tend a croître avec 
l'augmentation de la concentration du cation; 3) que l'usage du KC1 comme 
source de potassium se traduit par une production maximale d'embryons pour 
une concentration de -30 mM; 4) que l'usage du KzSO, comme eource de 
potasaium se traduit par une production maximale d'embryons pour une 
concentration de -20 mM; 5) que la croissance et l'embryogenèse sont 
inhibees par l'anion phosphate lorsque sa concentration excède 1 mM comme 
contre-ion de K+, mais qu'elles ne le sont pas par les contre-ions 
chlorure et sulfate. Par contre, ces chercheurs ne parviennent pas à 
démontrer qu'un accroissement de la concentration en ammonium de leur 
milieu de base (7,s mM de L-glutamine) entraîne une augmentation de la 
production d'embryons de carotte et ce, même si la concentration en 
potassium est accrue (Brown et al. 1976). 
2.2.5 LES &O- DE CROISSANCE 
L'étude des substances et des mécanismes impliqués dana la régulation du 
cycle de vie des plantes constitue l'un des plus importants domaines de 
recherche de la physiologie végétale (Takahashi 1986). Dane ce contexte, 
et compte tenu de l'abondance de la littérature portant sur ce eujet fort 
complexe, cette sous-section vise seulement a fournir 1 ' information 
permettant de mieux situer l'usage qui eet fait de certains r&gulateurs de 
croieeance en embryogenbe eomatique. 
La première précieion qui s'impose est d*ordre terminologique car la 
litterature de ce jeune domaine de recherche est masquee depuis le début 
des années 1980 par une controverse entourant le concept d'hormone. celui- 
ci dtant emprunt6 de la physiologie animale, certains reprochèrent alore 
aux physiologistes des plantes d'avoir été plus préoccupés à, trouver des 
caractéristiquee communes aux homonea végétales et animales qu'a étudier 
les caractéristiques uniques des premieres (Davies 1987, Guern 1987). En 
conséquence, même si des compos6s naturels d'origine végétale tels que des 
braseinolides (Takahashi 1986), des oligosaccharides (Guern 1987) ou des 
polyamines (Davies 1987) seront vraisemblablement considérées un jour 
comme des hormones, il est préférable de s'en tenir au point de vue 
classique présentement admis voulant que les cinq groupes de substances 
possédant les caract6ristFques typiques des hormone6 endogenes végétales 
sont: les auxines, les cytokinines, les gibb&rellines, l'acide abscisique 
et lféthylene. En plue de ces homonea, il existe plusieurs autres 
substances naturelles d' origine végétale ou non qui agiseent de façons 
diverses sur la physiologie des plantes et que Takahashi (1986) 
considarent corne des regulateurs de la croiesance vegétale, Bien que ce 
vocable soit utiliser de maniére restrictive par 1 ' industrie agrochimique 
pour ne désigner que les substances obtenues par synthese chimique (Davies 
1987), dans le cadre de ce mémoire le terme régulateur de croissance est 
retenu et sa définition eet élargie pour inclure toute substance 
(naturelle ou non) qui ne compte pas parmi les hormones végétales mais qui 
agit sur le developpement de certaines plantes ou cellules végétalee. 
Donc, parler d ' une auxine, d 'une cytokinine, d 'une gibbérelline, de 
l'acide abscisique ou de l'éthylène c'est se reférer essentiellement a une 
hormone vGg6tale naturelle, alora que parler d'un regulateur de croissance 
de type auxine c'est faire réference à un compoeé naturel ou à un produit 
de synthèse qui agit (ou semble agir) conune une auxine. 
Dans la littérature on associe chaque hormone (ou groupe d'hormones) 
végétale à un très grand nombre d'effets sur le développement des plantes, 
mais on en eait comparativement tràa peu sur les mécanismes biochimiques 
en cause (Davies 1987). Le Tableau 2.1 réeume les effets dûs aux hormones 
qui sont souvent rapportés comme pertinents pour la culture in vitro de 
tissus végetaux et de cellules de plantes. Outre le composdi de référence 
(acide indole-3-acétique ou IAA), le groupe des auxines comprend ses 
pr6cureeura biochimiques et probablement certains de ses conjugués (Davies 
1987). Ces hormones 4tant peu stables chimiquement, elles se prêtent mal 
aux ex igences  de  l a  c u l t u r e  in v i t r o .  On u t i l i s e  donc généralement des 
subs tances  syn thé t iques  plus  s tables  qui o n t  des effets s i m i l a i r e s  a ces 
auxfnes.  Parmi c e s  r égu la t eu r s  de c ro i s sance  d e  type  auxine,  l'acide a- 
naphta lane  a c é t i q u e  (NAA) et l'acide 2,4-dichloroph~noxyac&ique (2,4-0) 
s o n t  les p lue  u t i l i s é s  (DougalL 1980, Ozias-Akins & V a s i l  1985).  À i a  
d i f f e r e n c e  des  auxines,  les hormone6 du groupe des  c y t o k i n i n e s  ( z é a t i n e  e t  
c e r t a i n e  a u t r e s  d é r i v é s  d 'adénine s u b s t i t u é s  en Nd) s o n t  couramnent 
u t i l i s h s  en  c u l t u r e  de c e l l u l e s  ou t i s s u e  d e  p l a n t e s .  À c e s  d e r n i e r e s  
s ' a j o u t e n t  Le 6-furf urylamino p u r i n e  ( k i n d t i n e )  e t  l e  6-benzylamino p u r i n e  
(BAP) , deux regulateui-s syn th6 t iques  de t y p e  cy tok in ine  q u i  s o n t  a u s s i  
tres employés (Dougall 1980, Oziae-Akins & V a s i l  1985).  
Il existerait une so ixan ta ine  de g i b b é r e l l i n e s  (GAs)  d ' o r i g i n e  végé ta l e ,  
mais 1 ' ac ide  g i b b é r e l l i q u e  (Gh) d ' o r i g i n e  fongique étant p l u s  fac i lement  
d i s p o n i b l e  c ' e s t  elle qu'on u t i l i s e  pr incipalement  e n  c u l t u r e  i n  vitro 
dans les c a s  où une GA8 s 'avgre avantageuse (Annnirato 1977 & 1983a, Davies 
1987, Huang & Murashige 1976). L 'ac ide  absc i e ique  (ABA) que l 'on a p p e l l e  
a u e s i  hormone d e  dormance ou enco re  d o m i n e  est u t i l i s é e  e n  embryogenèse 
car il est démontré que dans c e r t a i n s  ca s  elle a g i t  pos i t ivement  s u r  l a  
matura t ion  d e s  embryons somatiques en empgchant ou e n  r é d u i s a n t  l e  
développement de  s t r u c t u r e s  embryonnaires anormales (Ammirato 1977 & 
1983a, F i n k e l s t e i n  & Crouch 1986 & 1987, F i n k e l s t e i n  et a l .  1985, Karnada 
& Harada 1979a).  Autrement, on cons idà re  que 1'ABA comme l a  GA, i n h i b e n t  
18embryogen&se v é g é t a l e  somatique (Fujimura & Komamine 1975). Quant à 
1 ' é t h y l t h e  (a), on ne l 'emploie pas  dél ibérément  in vitro parce  q u ' i l  
accélth-e la sénescence des  c u l t u r e s .  Cependant, l ' é t h y l è n e  é t a n t  un gaz 
auquel  on s ' i n t é r e s s e  pour les e f f e t s  d e  sa product ion  pa r  et s u r  des 
c e l l u l e s  ou des  t i s s u s  c u l t i v é s ,  une p a r t i e  d e  l a  sous-sect ion 2.2.7 y est 
consacrée.  
Le développement d e  l i gnées  d e  c e l l u l e s  végé ta l e s  embryogènee p e u t  se 
f a i r e  s a n s  r e c o u r i r  aux hormones ou r é g u l a t e u r s  de c ro i s sance .  Cependant 
l a  méthode d ' induct ion  l a  p lus  courante  c o n s i s t e  a a j o u t e r  à un premier  
m i l i e u  d e  c u l t u r e  un ou p lus i eu r s  r é g u l a t e u r s  d e  c ro i e sance  de t y p e  auxine 
e t / o u  d e s  a u t r e s  t ypes  (Ammirato 1977, Fujimura & Komamine 1975).  On u t i -  
Tableau 2.1 
Principaux e f f e t s  physiologiques des hormones v6géta les  rapportes pour l a  
c u l t u r e  i n  vitro de t i s e u e  vegetaux e t  pour l'embryogenèse somatique 
(Davies 1987, Dougall 1980) 
HORMONE OU COMPOSE NATUREL ABBRE- 
GROUPE D'HORMONES de RÉFÉRENcE VIATION PRINCIPAUX EFFETS 
Groupe de6 ac ide  indole-3- IAA E l l e s  s t imulent  l a  d i f f é -  
auxinee a c i t  ique r e n c i a t i o n  c e l l u l a i r e  et 
1 ' induct ion  r a c i n a i r e  . 
Ellee suppriment l a  forma- 
t i o n  de  jeune^ pousses. 
Groupe des  
cytokininee  
zéa t ine  et a u t r e s  ZEA Elles sont impliqu&ee dans 
d&riv&e de l 'ad&- l a  d i v i e i o n  e t  l a  d i f f é ren-  
nine subs t i tués  c i a t i o n  c e l l u l a i r e s  des mé- 
en N6 ristèmes advent i fs .  
Groupe des  ent-gibberellane GAs Connues pour casser  l a  dor- 
g i b b é r e l l i n e s  mance de g ra ines ,  elles sont  
peu u t i l i s é e s  en c u l t u r e  in 
v i t r o  c a r  elles supprime- 
r a i e n t  l 'organogenèse et  
l'embrogenèae somatique. 
Acide abacis ique  ac ide  abscisique ABA L'ABA est implique dans l a  
dormance d e s  semences végé- 
t a l e s  en t a n t  qu ' inhibi teur  
de croissance.  
11 .Semble utile 2~ l a  matu- 
r a t i o n  des  embryons somati- 
ques de c e r t a i n e s  espèces. 
C$, D e  façon g&nt5rale, ce gaz 
est p rodu i t  pa r  l a  p lupar t  
des vt5gitaux en réponse 3 
un stress e t  s e s  e f f e t s  
sont  nombreux. 
En c u l t u r e  in vitro il 
accdlere  l a  edneocence de 
p lus ieu r s  t i s s u s .  
lise generalement au  moins un t 6 g u l a t e u r  de type auxine (Evans et  a l .  
1981, Kamada et a l .  1989) que l ' on  complète p a r f o i s  avec un ou p l u s i e u r s  
r e g u l a t e u r s  de t ype  cytokinine (ou a u t r e )  s ' i l  e s t  nécessa i r e  d e  moduler 
l ' e f f e t  auxine du(des) premier(s)  à des f i n s  spéci f iques  (Arnmirato 1977) .  
A ins i  le  2,4-D e s t  souvent u t i l i s é  s e u l  a des  concentrat ions v a r i a n t  s e l o n  
les espèces p o u r  le développement de l i g n é e s  embryogènes p u i s q u ' i l  est 
l ' i n d u c t e u r  l e  p lus  efficace de t o u s  les compoeés synth6t iques  connus 
(Anunirata 1983a) L ' u t i l i s a t i o n  du 2,4-D s e u l  étant l a  methode d ' i nduc t ion  
r e t enue  dans l e  cadre des  t ravaux rappor t68  dans ce mémoire, il importe de  
revoir i c i  ce r t a ines  des hypothèees et des concepts les p lus  fréquemment 
6voqués pour expliquer  aon a c t i o n  s u r  l e e  c e l l u l e s  cultivées in vitro, 
m e m e  s i  les mécanismes mol6culaires  fondamentaux en cause ne s o n t  pas 
encore  é l u c i d é s  (De V r i e s  e t  al- 1988b, Jacobsen 1991,  LoSchiavo et a l -  
1989) . 
Dougall (1980) rapporte  que 1 'absence d 'auxine dans une c e l l u l e  i n h i b e  l a  
synthèse  d'acide désoxyribonucléique (ADN) et donc l a  d i v i e i o n  c e l l u l a i r e .  
Celui-ci  souligne q u ' i l  n'y a u r a i t  d i v i s i o n  des  c e l l u l e s  que si  l a  
concent ra t ion  i n t r a c e l l u l a i r e  en 2,4-D est  supér ieure  il un certain s e u i l  
et que cette concentrat ion s e r a i t  contrôlée par la  d i f f é rence  de p H  e n t r e  
l ' i n t é r i e u r  des c e l l u l e s  et l e u r  m i l i e u  de c u l t u r e  (Dougall 1980).  Ceci 
est en  accord avec des hypothèses formulées vers 1975 e t  voulant  que les 
auxines n a t u r e l l e s  ag i s sen t  possiblement  eur des  systèmes q u i  
c o n t r ô l e r a i e n t  les courants  ion iques  a l ' i n t é r i e u r  d e s  membranes 
c e l l u l a i r e s  (Sharp e t  a l -  1980). Ces hypothèses sont  a u s s i  compatibles  
avec des  observatione voulant que l e  p o t e n t i e l  embryogène de l i g n é e s  
c e l l u l a i r e s  de c a r o t t e  contenant une concentrat ion donnée de 2,4-D 
dépendra i t  d e  l a  présence d'une concen t ra t ion  minimale en i o n  ammonium 
(Sharp et  al .  1980, Tazawa f Reine* 1969). 
Sans c o n t r e d i r e  ces  premiers 6léments e x p l i c a t i f s ,  des  6tudes e f f e c t u é e s  
apres 1978 suggèrent p l u t o t  que l a  présence  d'un régula teur  exogène comme 
le 2,4-D agirait s u r  les c e l l u l e s  c u l t i v é e s  en  a f f e c t a n t  d'abord l e u r s  
niveaux de  production d 'auxinee endogènes telle que 1 ' IAA, niveaux q u i  eux 
de terminera ient  le p o t e n t i e l  embryogène de ces c e l l u l e s  a i n s i  que tout le  
processus  développemental des embryons (Fujimura & Komamine 1980b, 
Michalczuk et a l ,  1992, Tianran 6r Neumann 1985 ) . P a r  exemple, la formation 
des amas c e l l u l a i r e s  (première é t a p e  de l'embryogen&se somatique) e t  le  
passage  de ceux-ci au s t ade  g l o b u l a i r e  r e q u e r r a i e n t  des concen t ra t ions  
endoganes e t / o u  exogènes p a r t i c u l i è r e s  d * a u x i n e ( e )  e t /ou  de r é g u l a t e u r ( 8 )  
de c r o i s s a n c e  de t y p e  auxine (LoSchiavo et al .  1991). D e  p lus ,  il semble 
que s i  la  préeence d e  2,4-D exogène en concen t ra t ion  s u f f i s a n t e  i n d u i r a i t  
le développement d'embryon8 aomatiques jusqil'au s t a d e  g l o b u l a i r e ,  elle 
c o n s t i t u e r a i t  t o u t e f o i s  un i n h i b i t e u r  puiooant  de t o u t  développement 
ult6rieur (Borki rd  et al. 1986). C'est pourquoi  l ea  embryons ne peuvent 
généralement  pour su iv re  l e u r  d6veloppement qu'en é t a n t  t r a n s f é r é s  dans un 
m i l i e u  de c u l t u r e  secondaire  dont  l a  concen t ra t ion  en r é g u l a t e u r  de 
c r o i s s a n c e  ou e n  hormone de type  auxine est n u l l e  ou a tout le  moins très 
r e d u i t e .  En f a i t  on c r o î t  qu'au-delà du s t a d e  g lobu la i r e ,  les g r a d i e n t s  de 
c o n c e n t r a t i o n  e n  subs tance  ( 8 )  de t y p e  auxine p r é s e n t e  (s ) e t / o u  p r o d u i t e  ( s ) 
a l ' i n t é r i e u r  des c e l l u l e s  d'embryons dé te rmine ra i en t  le d6veloppement 
b i p o l a i r e  c a r a c t é r i s t i q u e  des stades cordifornie e t  t o r p i l l e  ( F u j h u r a  & 
Komamine 1979b, Liu e t  al.  1993, Michalczuk et al. 1992, Schiavone 6; Cooke 
1987, Schiavone & Racusen 1990) . Enfin,  il est important de sou l igne r  qu 'à 
l a  t o u t e  première é t a p e  du développement d'une l i g n é e  embryogène, 
lo rsqu 'on  p l a c e  un morceau de t i s s u  veg6 ta l  dane un m i l i e u  de c u l t u r e  
primaire contenant  du 2,4-Dr t o u t e s  les c e l l u l e s  de ce tissu ne s o n t  pas 
r b c e p t i v e s  à l ' a c t i o n  du regula teur .  Lee c e l l u l e s  r é c e p t i v e s  forment des 
amas c e l l u l a i r e s  où débute le processus de d i f f e r e n c i a t i o n  menant au  stade 
g l o b u l a i r e  a l o r s  que les a u t r e s ,  i n s e n s i b l e s  au 2,  4-Dr r e s t e n t  des 
c e l l u l e e  v é g é t a t i v e s  qui se m u l t i p l i e n t  sans se d i f f é r e n c i e r  (LoSchiavo et 
al .  1991). En conséquence, t o u t e  l i g n é e  embryogène c o n s i s t e  en un melange 
hé térogène  d'embryons ( c e l l u l e s  d i f f 6 r e n c i 6 e s )  à d i f f é r e n t s  stades de 
développement e t  de c e l l u l e s  ind i f f6 renc iées .  
L a  concen t ra t ion  de  2,4-D que d o i t  con ten i r  un mi l ieu  de  c u l t u r e  p r ima i re  
a f i n  d ' i n d u i r e  l'embryogenèse d e  c e l l u l e s  c u l t i v e e s  in vitro peut v a r i e r  
de 0,l a p l u e  de 10 rng.c1 se lon  les eepècea e t  les v a r i 6 t é s  v é g é t a l e s  
(Fujimura & Komamine 1975, Huang & Murashige 1976).  Chaque cas é t a n t  
p a r t i c u l i e r ,  on procéde empiriquement e n  cherchant  a déterminer l a  
q u a n t i t é  minimale de 2,4-D menant aux r é s u l t a t s  souha i t é s .  C e r t a i n e s  
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présomptions, bien que controversées, suggèrent que la variation 
somaclonale pourrait atre reli6e a l'utilisation abusive des rggulateurs 
de croiseance. Dans cette optique, il est intéressant de noter que des 
travaux sur la production d'embryons de soya montrent qu'en comparaison à 
un milieu de culture primaire contenant une concentration donnée de 2,4-D, 
de meilleurs résultats sont obtenus si le milieu contient une 
concentration dix fois moindre d'un mélange de six régulateurs de type 
auxine (dont le 2,4-D) présente en proportions égales (Ranch 1993). C'est 
donc dire que l'usage du 2,4-D seul n'est pas toujours la méthode la plus 
appropriée et qu'il y a encore un très grand nombre d'avenues explorer 
concernant l'emploi de régulateurs de croissance en embryogenèse. 
2.2.6 L'oXYOÈWE 
Puisque les embryons somatiques produits in vitro obtiennent leur énergie 
par l'oxydation des glucides, c'est a l'oxygène (dana ce cas accepteur 
final d'6lectrone de la respiration cellulaire) que l'on pense en premier 
quand on coneid4re les gaz qui eont eusceptibles d'influencer 
l'embryogenèse des végétaux. D'ailleurs l'importance évidente de l'oxygène 
est soulignée dans de nombreuses publications anciennes et r8centes. 
Cependant lorsqu'on collige des travaux traitant concrgtement des effets 
de l'oxygène sur l'obtention d'embryons somatiques, on eet forcé de faire 
trois constate: 1) l'intir8t pour ce gaz ne commence dellement qu'une 
quinzaine d'annges (Kessel1 & Carr 1972) après les premières recherches 
sur l'embryogenèse somatique vers 1957, 2) il y a relativement peu de 
publications disponibles sur le eujet et 3) on ne peut rien conclure de 
définitif partir de cellee-ci. Le Tableau 2.2 rend compte de quatorze 
articles ecientifiques traitant de certains effets de la concentration en 
oxygQne sur l'obtention d'embryons somatiques. Pour les cultures en 
suspension on parle généralement de concentration en oxyghe dissous 
( [O,d ] ) qui, sauf indication contraire, correspond au % de saturation d ' air 
dans l'eau ou dans le milieu de culture, alors que pour celles sur g€loses 
on parle de concentration d'oxygène ( ( 4 1 )  dans la phase gazeuse du 
récipient de culture. 
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G e l  LP 6; 
JrLP 
S-B MS+ 
a l a  
S-B M S  
S-B SH+ 
luzerne 6;s-F NH,+ 
PRINCIPALES OBSERVATIONS 
a) peu d'ES et de biomasse 
sèche lorsque [O,d)<10% 
b)  peu d'ES mais beaucoup 
de biomasse pour [&dl =6O% 
c) [&dl con t rô lée  à -20% - 
Mei l l eu re  production d'ES 
Plue d'ES advent i f s  pour 
[&]=9% de la phase gazeuse 
Formation accrue d'ES pour 
13,S% S [%dl S 50 % 
DQveloppement d 'ES inhibé  
e n  absence d'O, dans l a  
phase gazeuse 
Bon développement d'ES 
l o r s q u e  [%dl d é c r o î t  l iné-  
a i rement  de 100 à 5 un i t é s  
r e l a t i v e s  ( 3 )  sur 24 jours 
R e l a t i o n  e n t r e  développe- 
ment des  ES & r éduc t ion  du 
t a u x  v o l -  d ' u t i l -  d'&(OUR) 
600 ES .mL" pour [&d 3 =100% 
170 ES .rnL" pour [O&] =IO% 
Maintien de  [O,dj sous  -16% 
( - O , 0 4  mmo1e.L") favoriee 
1 ' embryogenèse 
[Qd] sous l e  s e u i l  de 16% 
cause a u s s i  l 'accroiaeement 
d e  1'ATP i n t r a c e l l u l a i r e  
Faible [&] ( p r e s s i o n  par- 
tielle = 5 kPa) favorable  
avec LP mais pas avec 4LP 
-390 ~ 8 . m ~ ' '  quand [Ozdl 
maintenue > 88% (7 ,s  ppm) 
Mei l l eu re  c ro i s sance  des 
c e l l u l e s  pour [O@ 1 ~ 6 0 %  
[%dl ~ 7 0 %  s e r a i t  nécessaire 
au développement des ES 
G e l  : ge lose  
S-F : suspension en f l acons  agités 
S-B : suspension en b io réac teu r s  ES : embryons somatiques 
Par ailleurs, les travaux en bioréacteurs effectués avec des embryons de 
luzerne (mais avec des milieux différente) ne sont pas plus concluants 
puisque, d'un c&t8, on avance qu'il y a folmation accrue de ceux-ci quand 
la concentration en oxygene diseoue ee eitue entre 13,5% et 50% (Chen et 
al. 1987), alors que de l'autre on suggere qu'une concentration supérieure 
a 70% serait nécessaire B leur développement complet (Stuart et al. 1987). 
Dans ces circonstances, il ne faut pas négliger l'information qui peut 
Btre tirée des trois autres études du Tableau 2.2 impliquant l'usage de 
bioréacteurs même ei elles portent sur trois espèces différentes cultivées 
dane trois milieux différents. En fait, les résultats de ces trois études 
sont compatibles et ils indiquent qu'en suspension: 1) la biomasse des 
cultures embryogènes croît mieux avec une concentration en oxygsne dissous 
de -60% (Archambault et al. 1994a, Preil et al. 1988); 2) on observe un 
bon développement embryonnaire lorsque la concentration en oxygene décroît 
linéairement en coure de culture (Greidziak et al. 1990); 3) il y a peut- 
Btre pour chaque espèce ou même pour chaque lignée une concentration en 
oxyghe disaoue permettant une meilleure production d'embryons; 4) que les 
effets de l'oxyglne se combine vraisemblablement à ceux d'autres facteurs 
(concentrations d'autres gaz, cisaillement, milieu de culture) pour 
influencer l'embryogenase somatique. 
S'il est clair que la dieparite des obeervations fournies dans cette 
douzaine de publications s'explique en partie par la disparite des types, 
des modes et des milieux de culture utilisés ainsi que celle des espèces 
en cause, une tendance eemble toutefois se dessiner. En combinant les 
observations rapportées (particuliSrement les trois dernières du 
paragraphe préct5dent) avec dee rthultats indiquant que le taux 
volumétrique d'utilisation de l'oxygène (Oxygen Uptake Rate ou OUR) des 
embryon6 somatiques de carotte diminue avec leur développement (Huang et 
al. 1992) f 1 eet logique de coneiderer e6rieusement qu'il pourrait y avoir 
une concentration optimale d'oxygane pour chacun de8 stade6 du 
d6veloppement ombryoghe. Ceci aurait auesi été observe par des pionniers 
de 1 'ecnbryogengae (Kamada & Harada 1979b, Newcomb & Wetherell 1970) et une 
6tude sur une espèce de patate douce le confirmerait non seulement pour 
l'oxyg&ne, mais aussi pour l'ethylane et le dioxyde de carbone, deux gaz 
dont il eat question B la sous-section suivante (Bieniek et al. 1991). 11 
est donc i n é v i t a b l e  que la  pert inence des t ravaux f u t u r s  por t an t  s u r  
l'oxygene dépendra en p a r t i e  de l a  capac i t é  des chercheurs à déterminer 
conunent e t  pourquoi chaque etade de d6veloppement des  embryons somatiques 
d'une l ign6e  donnée est a f f e c t é  par des  v a r i a t i o n s  de  concentra t ions  de ce  
gaz en  t enan t  compte des r e l a t i o n s  poss ib les  avec d ' a u t r e s  parametres de 
c u l t u r e  tel que les eources d'azote. O r  dans c e t t e  perspect ive ,  il est 
c l a i r  que le  bioreacteur cons t i tue  un o u t i l  incontournable de  recherche- 
2.2.7 LES A-S GA8 
Dif fé ren t s  compos6s v o l a t i l e s  sont  produi ts  généralement l o r s  de l a  
c u l t u r e  i n  v i t r o  d'embryons somatiques. Ainsi  dans le  cas  de l a  ca ro t t e ,  
il est poss ib le  d 'associer  des concentrat ions p a r t i c u l i e r e s  de  c e r t a i n s  
te rpènes  chaque s t ade  d e  d6veloppernent des embryons (Kennedy et a l .  
1991), c e  q u i  suggere que de tels compos6e pourra ient  s e r v i r  de marqueurs 
ou d ' ind ica teur s  de l 'a ta t  des  cul tures .  Ceci é t a n t  d i t ,  il reste que pour 
l a  c u l t u r e  d'embryons eomatiques comme pour c e l l e  des  c e l l u l e s  de plantes  
en g h e r a l ,  1 ' B t h y l h e  (ÇH.) et  le dioxyde de carbone (C4) s o n t  des gaz 
coneidér6s p l u s  importante parce q u ' i l s  sont  p rodu i t s  en  p lus  grandes 
q u a n t i t h  qye t ous  l e s  a u t r e s .  La présente  sous-section se limite donc à 
regrouper, dans les deux p a r t i e s  su ivantes ,  des  éléments d'information 
p e r t i n e n t s  qui concernent le C$I, et le C4. 
L'éthylène est d é f i n i  classiquement comme une hormone végéta le  e t  on 
considère habituellement q u ' i l  accélère  l a  sénescence des  t i s s u e  c u l t i v é s  
in v i t r o  (Tableau 2 .1) .  Sur  l a  base d'une revue très bien documentée, 
Biddington (1992) c o n a t a t e t o u t e f o i e  que 1'6thylène inf luence  probablement 
p lue ieurs  a spec t s  du d6veloppement des  t i s s u s  v6g6taux q u i  ne son t  pas 
encore apprehendke adtSquatement, ca r  on l u i  a t t r i b u e  des e f f e t s  d ive r s  e t  
p a r f o i s  m&ne con t rad ic to i res  dans des systèmes s i m i l a i r e s  de cu l tu re .  O n  
r e t i e n t  néanmoins que: 1) l a  bioeynthèse de 18&thylène  est relat ivement 
b ien  connue (Yang & Hoffman 1984, Yang 1985); 2 )  c e r t a i n s  Bléments des 
mil ieux de c u l t u r e  tels que les ions argent ,  calcium, coba l t ,  magnésium e t  
phosphate (ceux-ci devant pa r fo i s  O t r e  p r6sents  en f o r t e  concentra t ion) ,  
a i n s i  que des  hormones, des  régula teurs  de cro issance  ou d 'aut res  
substances produites par les cellules en développement sont susceptibles 
d'accroître ou de diminuer, selon le cas, la biosynthèse de l'éthylène 
(Biddington 1992); 3) pour les cultures en suspension, le CJl, est décrit 
dans la litthrature comme inhibant, stimulant ou sans aucun effet sur la 
croissance cellulaire selon les espèces, les conditions et les méthodes de 
culture utilie&ea (Biddington 1992) ; 4) l'hypoth&se voulant que le C 4  soit 
un inhibiteur ou un obetacle à l'action de l'éthylène (Yang 1985) n'est 
pas confirmee expérimentalement et elle eet même infirmée dan6 certains 
cas (Biddington 1992). 
Par ailleurs, les Btudes concernant plus sp6cifiquement les effets de 
l'éthylène sur l'embryogenèse somatique constituent sQrement l'un des 
exemples les plus éloquents de la diversité et de la complexité des 
interactions physico-chimiques prevalant dans les cultures végétales, 
ainsi que du manque de connaissances qui en découle. En effet, des travaux 
laissent entendre que l'éthylene (produit par les culture8 ou ajouté à 
celles-ci) agirait comme inhibiteur de l'embryogenèse pour des espèces 
aussi variées que l'hevéa (Auboiron et al. l99O), différents types de 
conifere (Biddington 1992) et la carotte (Rouatan et al. 1989 a m ,  1990 
a&b), alors que d'autres travaux suggèrent le contraire pour de6 espaces 
de riz (Dunwell 1979), de citrue (Biddington 1992) et de maïs (Vain et al. 
1989) ou encore concluent que l'éthylhe n'affecte pas l'embryogenèse de 
la luzerne (Meijer 1989) et même de la carotte (Smith & Krikorian 1990~). 
Donc, il en va vraisemblablement du ÇH, couune d'un grand nombre de 
parametres en cauee dans l'embryogenàae quant aux variations entre esptZces 
et même entre variétés. 11 est cependant important de retenir que ce gaz 
est produit par les cellules v6gétales en réponse a divers stress 
physiologiques. Conséquemment, les méthodes de culture et particulièrement 
celles relatives à l'agitation (modes et/ou régimes) dans le cas des 
suspensions pourraient atre des variables déterminantes dans la 
biosynthèee de l'éthylSne, car elles conetituent des sources de stress 
potentiel (Auboiron et al. 1990, Biddington 1992). 
Alore que le dioxyde de carbone ou gaz carbonique (C4) est la eource de 
carbone de t o u ~  le6 v6g6taux photosynthétiques, il n'est qu'un gaz 
testaltant de l'oxidation des glucides lorsqu'on cultive des cellules 
veggtales hétérotrophes en pr6aence ou non de lumière. C'est sans doute à 
cause de ce rd le  secondaire apparent que le CO, est tree peu étudié pour 
ses effets dans des conditions de culture in vitro. Néanmoins on suggère 
que le gaz carbonique affecterait positivement des cultures cellulaires de 
C a ~ a r a n t l i u s  roseus (Archambault 1991, Maure1 6r Pareilleux 1985 & 1986), 
de tabac (Martin 1980a), de Papaver somniferum (Hamme1 et al. 1979) et de 
roses (Nesius & Fletcher 1973 & i975), certaines cultures d'anthères 
(Johansson & Eriksson 1984), ainsi que des culture8 embryoghes de sapin 
de Norvage (Kvaalen & Von Arnold 1991) et de D i g i t a l i s  lanata (Greidziak 
et al. 1990). On rapporte aussi l'inverse, soit que différentes 
concentrations en dioxyde de carbone n ' af f ectetaient ni le taux de 
croissance d'une suspension cellulaire de C. roseus, ni celui d'une 
suspension de D. carota (Tate & Payne 1991). 
Bien que de tellee observations soient trop éparsee pour mener à une 
théorie, il y a une hypothèse intgressante qui ressort des articles 
mentionnes pr6cédemment. Cette hypoth6se est fondée sur le fait que les 
cellules de plantes ont naturellement la capacité de fixer le CO, au 
phoephoholpyruvate (3 atomee de carbone) pour produire l'oxaloacétate (4 
atomes de carbone), une mol6cule cumulant plusieurs fonctions métaboliques 
fondamentales dont celle d'gtre un des précurseurs de la synthhe des 
acides aminés et celle d'être le compose sur lequel repose la rggulation 
du cycle de l'acide citrique (cycle de Krebs) qui est au centre de la 
respiration cellulaire (Lehninger 1982). Cette réaction, dite 
anaplkotique parce qu 'elle fournit continuellement 1 ' oxaloacétate au 
cycle de Krebs, est catalysée par la phosphoénolpyruvate carboxylase 
(PEPCaae). Puisque cette enzyme est active dans certaines cultures de 
cellules vegétales, on postule que les cellules combleraient au moins une 
partie  de leurs besoins métabolFques en carbone par la fixation non- 
photosynthétique du CO, (Payne et al. 1990). Cette hypothèse est 
parfaitement plausible quand on utilise des milieux de culture ne 
contenant qu'une source inorganique d'azote, car l'élaboration d'acides 
aminés draine probablement du cycle de Krebs une forte proportion des 
compos6s organiques tels que l'oxaloacbtate (Payne et al. 1990). De plus, 
elle est a u s s i  v a l a b l e  pour les c u l t u r e s  embryogènes e f f e c t u e e s  avec des 
mil ieux simples OP les s e u l s  éléments organiques son t  des  g luc ides ,  des 
vitamines,  des  hormones et/ou des  regulateurs  de croiesance ,  Enfin, cette 
p o s s i b i l i t 6  qu ' i l  y a i t  f i x a t i o n  non-photosynthétique du CO, par  des 
c e l l u l e s  c u l t i v 6 e s  in vitro j u s t i f i e  l a  nécess i t é  des bioréacteurs comme 
o u t i l  de recherche et de production, En effet, la  c u l t u r e  e n  b io réac teu r ,  
avec un système appropr i e  de mesure et de con t re l e  du dioxyde d e  carbone, 
c o n s t i t u e  le  s e u l  moyen de bien dvaluer  et de comprendre l ' importance de 
ce gaz a f i n  qu'il paeee de son s t a t u t  ac tue l  de variable a l é a t o i r e  à c e l u i  
d'un nutriment dont  l a  production et l a  f i x a t i o n  p a r  les c e l l u l e s  
végé ta l e s  s e r o n t  maîtrisées (Archambault et a l .  1994a, Kessel1 & Carr 
1972, Smith et  al, 1990),  
2 . 2 . 8  CONDIlIONS PHPSIQ?IES DE CULTURE 
Lee principaux paramètres phyaiques suecept ib les  d ' a f f e c t e r  les c u l t u r e s  
in v i t r o  de c e l l u l e s  et t i s s u s  véggtaux sont l a  lumière, l a  température, 
le pH, l a  p res s ion  osmotique et L'humidité. D 'aut res  f a c t e u r s  t e l s  que 
l ' a g i t a t i o n  e t  1 ' a h r a t i o n  s 'a joutent  B ceux-ci pour les c u l t u r e s  en sus- 
pension,  C e t t e  sous-sect ion propose une revue sommaire de  ces paramatres 
en mettant  1 ' accen t  s u r  1 ' embryogenbe somatique quand l a  documentation l e  
permet. 
L a  d i f f é r e n c i a t i o n  de tiseua vég6taux cul t iv6e  en  présence de lumière e s t  
p a r f o i s  associ6e  avec l a  production de  certains metabo l i t e s  secondaires  
( S e i b e r t  & Kadkade 1980, Smith & Krikorian 1990a), dont  d'ABA dans le  cas 
de euspensions embryogenea de c a r o t t e  (Michler & Linebetger  1987) , O r  ceci 
n ' e s t  pas  forcément souha i t ab le  lorequ'on veut que d e s  embryons passent du 
s t a d e  d'amas c e l l u l a i r e  à c e l u i  de t o r p i l l e .  P a r  a i l l e u r s ,  il est  établi 
que l a  lumière n ' e s t  pas requise  pour induire l 'embryogenhe chez la  
c a r o t t e  (Seabrook 1980). Dans ce contexte, e t  su ivan t  les rares gtudes  
d i spon ib les ,  on comprend que l ' o b s u r i t é  pourrait f a v o r i s e r  certains 
a s p e c t s  du proceseus embryoghe ou t o u t  le moins ne serait n e f a s t e  pour 
aucun. A i n e i  l a  culture sans  lumière permet t ra i t  une matura t ion  p l u s  
normale des embryons de c e r t a i n e s  l ignees  de c a r o t t e  (Ammirato & Steward 
1971) e t  de c a ~ i  (Ammirato 1974),  a l o r s  qu ' e l l e  mènerai t  a une production 
d'embryons de c a r o t t e  quant i ta t ivement  supé r i eu re  b celle de  t o u t  a u t r e  
t r a i t e m e n t  lumineux (Michler & Lineberger 1987).  
L a  temperature eet un f a c t e u r  largement oub l i6  e n  c u l t u r e  in vitro, sauf 
pour l ' b tude  d e  t r a i t e m e n t s  p a r  le f r o i d  v i s a n t  a i n d u i r e  d e s  é t a t s  
physiologiques p a r t i c u l i e r s  avec c e r t a i n s  t i e s u s  (Ammirata 1983a, Thorpe 
1980). Les t ravaux f o n t  s u r t o u t  ré férence  a des  &tudes  e f f e c t u e e s  dans  les 
annees 1960 e t 1 9 7 0  q u i  ind iquent  globalement: 1) que d i f f a k e n t e s  c u l t u r e s  
vég8 ta l e s  c r o i s s e n t  d e  maniare optimale à des t empéra tures  se e i t u a n t  
e n t r e  25 et 30°C, les t a u x  de cro issance  chu tan t  dramatiquement quand les 
températures  s o n t  e n  dehors  d e  cette plage (Martin 1980a)  e t  2 )  q u ' i l  est 
habi tuel lement  p r é f é r a b l e  d e  maintenir  l a  tempéra ture  d 'une c u l t u r e  
cons t an te  p l u t o t  que d e  la  f a i r e  va r i ée  e n  s ' i n s p i r a n t  de  f l u c t u a t i o n s  
d iu rnes  auxquel les  s o n t  soumises les p l a n t e s  dans l e u r  h a b i t a t  n a t u r e l  
(Seabrook 1980). 
Bien que l ' importance du pH pour l e s  c u l t u r e s  v é g é t a l e s  s o i t  largement 
admiee, l ' i n f o r m a t i o n  s u r  c e  s u j e t  r e e t e  rare (Dougal l  1980, Dougall  & 
V e m a  1978), ce  q u i  est p l u t d t  d t range  quand on c o n s i d s r e  que les aepec ts  
fondamentaux du p H  s o n t  tres b ien  connus pour les p l a n t e s  ou l e u r s  
c e l l u l e s  in v i v o  (Kurkdjian & Guern 1989, Raven 1985, Raven & Smith 1974,  
Smith & Raven 1976). Le pH de  l a  p lupar t  d e s  mil ieux couramment u t i l i s é s  
pour l a  c u l t u r e  i n  vitro est a j u s t é  B envi ron  5 ,s  a v a n t  s t é r i l i s a t i o n  
(Ozias-Akins br V a s i l  1985).  Bien que c l a s s é  parmi les f a c t e u r s  physiques,  
le pH n'en demeure p a s  moins entieretnent dapendant des f l u c t u a t i o n s  de l a  
compoeition chimique du mi l ieu  durant  l a  c u l t u r e .  Comme elle, le  p H  évolue 
dans le temps avec  l a  dégradat ion e t  l a  product ion d ' a c i d e s  e t  d e  bases ,  
minéra les  ou organiques  (Martin 1980a). Ains i ,  a p a r t i r  d 'une é t u d e  s u r  l a  
product ion  d'embryons d e  luze rne  dane un b io réac t eu r  d e  t y p e  gazosiphon, 
S t u a r t  et c o l l & u e s  (1987) rappor ten t  que d'une v a l e u r  i n i t i a l e  de 5,8 l e  
pH deecend à moine de 5,O e n  une heure pour remonter graduel lement  durant  
l e B  j o u r s  su ivants .  Ils indiquent  aues i  que p l u s  d'embryons s o n t  obtenus 
lorequ 'on main t ien  le pH à 5,5 par  t i t r a t i o n  p l u t d t  que  de le l a i e e e r  
f l u c t u e r .  
Dans le contexte particulier de la production d'embryons de carotte on 
note: 1) que le pH optimal de cultures effectuées en flacons agités serait 
autour de 5,4 et qu'il varierait principalement avec l'assimilation 
d'ammonium, de nitrate et de sucrose (Wetherell & Dougall 1976); 2) et 
qu'un milieu gélosé maintenu à un pH de -4,O permet la multiplication des 
amas cellulaires pré-globulaires qui, cependant, ne peuvent pas se 
divelopper davantage à moins que le milieu soit amené et maintenu à pH 5,8 
(Smith & Krikorian 1988, lggOa, b €i c ) . Dans ce dernier cas, il ne fait pas 
de doute que le pH affecte directement l'embryogen&se somatique car les 
inocula et le milieu utilisds par Smith et Krikorian ne contiennent aucun 
rggulateur de croissance ou hormone exogènes. Tous ces constats sont a la 
fois confimi68 et pr6cieés par une dtude effectuée récemment en 
bioréacteur [Jay et al. 1994). Dans cette étude, on suggQre de plus que la 
repense des embryons aux changements de pH dépendrait tellement du stade 
de développement qu * ils ont atteint, qu 'on peut envisager 1 'utilisation de 
régimes particuliers de contrôle du pH pour accroître la synchronisation 
(et donc l'homogénéité) des cultures embryogènes et pour amener un nombre 
optimal d'embryons B se développer jusqu'au stade torpille. 
La pression osmotique, connue le pH, est un paramètre physique directement 
relié à la compoeition chimique changeante d'un milieu de culture et ses 
particularités dans le monde des plantes sont aussi bien connues (Raven 
1985). Un milieu de base tel que B5 ou KS (Tableau 4.1) , par exemple, 
exerce sur les cellules vtSg6tales une preseion osmotique spkifique qui 
est fonction des concentrations de ses diffhrents constituants. De toutes 
les substances communément ajoutees a un milieu de base, la concentratian 
des glucides eet celle qu'on modifie le plus souvent afin d'accroitre la 
pression osmotique d'un milieu. Ainsi, des milieux fortement concentrt5s en 
sucrose favoriseraient ltembryogen&se pour des lignées de diverses espèces 
et ils contribueraient à 1 obtention de plus fortes proportions d ' embryons 
multiples et anomaux dans le cas de la carotte (Ammirato 1987). La 
pression osmotique utilisée comme agent stressant permet aussi d'induire 
l'embryogen&se chez des lignées de carotte (Kamada et al. 1989 & 1993) 
ainsi que chez plusieurs lignees cellulaires de plantes medicinales 
(Koichiro Shimomura, communication personnelle]. Enfin, le traitement par 
plasmolyee dont il est fait mention à la sous-section 2.1.6 permettrait 
d 'accro î t re  le degré de synchronie de suspensions embryogènes de c a r o t t e  
(Wetherell 1984), a l o r s  que l a  desericcation par oamose d'embryons de colza 
con t r ibura i t  B l e u r  maturation (Finkels te in  6r Crouch 1986 & 1987). S i  ces 
t ravaux montrent que l a  pression osmotique peut  avoir  d e s  e f f e t s  
in t6 ressan t s  sur cer ta ine6 dimensions de  l'embryogenèse, ils indiquent 
su r tou t  par l e u r  r a r e t e  que beaucoup reste B f a i r e  pour u t i l i s e r  et 
cont rô le r  pleinement ce paramètre. 
On consid&re généralement que l'environnement des cu l t u r e s  embryogènes 
comme c e l u i  des au t ree  types  de cul ture  in vitro a une humidité r e l a t i v e  
d'environ 100% (Thorpe 1980). C e t t e  condit ion de f o r t e  humiditg est connue 
pour occasionner pa r fo i s  la  v i t r i f i c a t i o n  des  embryons (Ranch 1993) ou des 
propagules (Levin e t  a l .  1988, Park et a l .  1989) de  c e r t a i n e s  l ignées  
végétales,  ce qui r 6 s u l t e  immanquablement en de jeunes plan tes  anormales 
aux plans  morphologique e t  métabolique. La  v i t r i f i c a t i o n  est un phénomène 
dont les cauees fondamentales sont inconnues et q u i  dépend sûrement de 
plus ieurs  fac teurs  tant biot iques  qu ' abiotique^ . C e c i  d i t ,  puisqu ' aucun 
des documents consul tée  pour c e  t r a v a i l  ne concerne précisément les effets 
de l 'humidité s u r  le  développement des embryons e n t r e  le s t a d e  d'amas 
c e l l u l a i r e  e t  le s tade  t o r p i l l e ,  il n'y a pas de r a i son  de c r o i r e  que ce  
paramètre a nécessairement un e f f e t  s u r  l'embryogenèse de t o u t e s  l e s  
l ignées .  Par a i l l e u r s ,  une f o i s  a t t e i n t  le dern ie r  s t ade  de développement 
il est possible d'amener les embryons somatiques de ce r t a i ne s  espèces à 
matur i t e  en l e s  deshydratant dans des chambres a humidité con t ro lée  (Gray 
C Compton 1993) .  
À moine d ' indicat ions  con t ra i res ,  tou te  l ' information des sous-sections 
précédentes s 'applique autant  a l a  cu l t u r e  d'embryons su r  gélose qu'à 
c e l l e  en milieu l iquide .  Toutefois, c e r t a i n s  des p ionniers  de  l a  cu l t u r e  
en  suspension l i q u i d e  observent qu'elle permet un développement p lus  
uniforme des t i s s u s  végetawc (Halperin & Wetherell 1965) e t  ils soul ignent  
que le  progrès de  ce  mode de cu l tu re  dépend de l a  c apac i t é  établir et à 
maintenir  des condi t ions  de cu l tu re  qui se t r adu i s en t  en des  résultats 
reproductibles (Halperin 1967) .  L'agi ta t ion est une de ces  condi t ions  e t  
e l l e  est eeeen t i e l l e  pour asaurer  en t ou t  temps l'homog6neité d 'une cuvee. 
Ce paramètre a cependant une importance p a r t i c u l i s r e  car il détermine à l a  
fois le cisaillement mécanique impose aux cellules et les échange= gazeux 
de la culture (taux d'a&ration, taux d'oxygénation, dggazage, etc). Or il 
eet bien connu que les cellules végétalee sont trie sensibles au 
cieaillement mhcanique (Anunirat0 1983a, Ballica & Ryu 1993, Fowler 1987, 
Jolicoeur et al. 1992, Kamen et al. 1992, Martin 1980b, Niehimura et al. 
1993, Panda et al. 1989, Styer 1985, Tanaka 1981, 1982 & 1987, Yokoi et 
al. 1993) et que certains échanges gazeux doivent &tre mieux étudiés et 
compris si l'on souhaite en venir a bien contreler le développement 
embryogene. Conséquemment, l'agitation d'une culture en suspension doit 
etre ajustée de façon empirique selon l'espèce, la lignée, le type de 
flacon, le volume de milieu et le genre d'agitateur utilisés. De plus, les 
chercheurs qui souhaitent appliquer l'embryogenèse B la propagation 
vggétale considèrent la culture en suspension conme une nécessité pour 
l'utilisation du bior&acteur, celui-ci constituant un moyen unique de 
pousser plus loin les connaissances car il permet un meilleur contrele de 
l'agitation, de l'aération et du régime gazeux des cultures (Ammirato & 
Styer 1985, Styer 1985). La prochaine et derniere section de ce chapitre 
porte sur l'usage des bior6acteurs pour la production d'embryons 
aomatiques. 
2.3 PRODUIRE DES EMBRYONS SOMATIOUES EN B I O ~ C T E U R S  
La culture de cellules végétales indifférenciées dans des bioréacteurs de 
tous genres est pratiquee depuis au moins quarante ans puisque le premier 
brevet français y ayant trait fut déposé en 1956 par Rontier et Nickell 
(Nouaille & PBtiard 1988). Ce genre de culture vise ggnéralement la 
production de métabolites secondaires (principes actifs médicinaux, 
additifs alimentaires, parfums, saveurs, pigments, enzymes, insecticides). 
Dans ce contexte, le biorgacteur est principalement un moyen de cultiver 
de grands volumes de cellules de plantes B des concentrations assez fortes 
(r 30 g de biomasse sèche par litre de suspension) pour justifier la mise 
b l'échelle de procédés industriels rentables (Tanaka 1981 & 1987). Les 
travaux dans ce domaine étant aussi nombreux que prometteurs, la 
littérature est très abondante et elle inclut plusieurs revues thématiques 
intéressantes dont: Balandrin et al. (1985), Beck et al. (1987), Dougall 
(1985), Fowler (1983 & 1987), Fujita et Tabata (1987), Kreis et Reinhard 
(1989), Kurz (1986), Martin (1980b), Nickel1 (1980), Panda et a1.(1989), 
Scragg et Fowler (1985), Staba (1980), Taticek et al. (1991). 
En comparaison, la culture d'embryons somatiques en bioréacteurs est plus 
récente et beaucoup moins documentée comme le Tableau 2.3 en fait foi. La 
différence majeure entre les cultures en bioréacteurs pour l'obtention 
d'embryons somatiques et celles pour la production de métabolites 
secondaires tient à ce que les premières sont développées en fonction 
d'impératifs plutot qualitatifs que quantitatifs, tandis que c'est 
l'inverse pour les autres. Ceci s'explique par le fait que le métabolite 
d'intérit d'une culture de cellules indifférenciées ne représente 
habituellement qu'une fraction de la biomasse totale, alors que chaque 
embryon mature d'une culture embryogane constitue un produit final désiré. 
En conséquence le bioreacteur n'est pas ici une simple Btape transitoire 
devant permettre une mise B l'échelle bventuelle, mais bien un outil de 
d6veloppement immgdiat des procéd8s car les volumes des biorr5acteurs 
utilis6e en laboratoires devraient euffir dans la plupart des applications 
prévisibles de l'embryogenèse somatique (Huang et al. 1993). En somme, on 
a recours aux bior8acteurs parce que ceux-ci permettent P la fois un 
meilleur suivi et un meilleur contrôle dea param&tres de culture, deux 
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et a l .  
(1994a) 
Ducos e t  
al.  (1993) 
Greidziak 
et  a l .  
( 1990) 
Har re l l  
e t  a l .  
( 1992 ) 
Jay e t  a l .  
( 1992 ) 
Jay e t  a l .  
( 1994 ) 
Caro t t e  
(Daucus 
c a r o t a  ) 
Eschschol- 
t z i a  c a l i -  
f o rn ica  
Luzerne 
(Medicago 
s a t i v a )  
Caro t t e  
(Daucus 
c a r o t a  ) 
P a t a t e  dou- 
c e  (1. ba- 
t a t a s )  
Caro t t e  
(D. c a r o t a )  
Caro t t e  
(D. c a r o t a )  
Mécanique: cyl in-  
dre f i l t r a n t  
r o t a t i f ;  
Mécanique (ruban 
h6l icoïdal  dou- 
b l e )  ; a é r a t i o n  de 
surface  a i d é e  de 
chicanes 
1) Pneumatique 
( 0 , s  
2 )  Barreau magné- 
t i q u e  & 2 p a l e s  
(60 & 180 FtPM) 
Mécanique: 3 t u r -  
bines RUSHTON 
4 pales  (100 RPM) 
Bullage d ' a i r  où 
Qg= 0 , l  a 0 # 2  wM 
Pneumatique: 0 , l  
WM (k,a= 8 h"); 
0,s WM (k,a= 13 
h-'); 1 W M  (kLa= 
20 h-') 
Pneumatique : bul- 
lage  d ' a i r  (Qg=?) 
durant + sec.  a 
chaque 30 sec.  
Mécanique: 1 ( 1 )  
t u rb ine  H 4 pale6 
(50 à 150 RPM) et  
Qg= 150 m l . m i d '  
Kécanique: 1 ( 7  ) 
t u rb ine  a 4 pales  
(50 100 RPM) et 
Qg= 150 mL.min-' 
Considérat ions 
génera les  avec 
exemples 
Quant i té  et qua- 
l i té des E s  @a- 
les ou supérieu- 
res à ceux obte- 
nus en f l acons  
Flacons (-40 Es. 
mL") > Barreau 
magnétique ( -10 
Es.mL") > Pneu- 
matique ( O  Es) 
Production max de 
-1000 ES.&' en 
b io réac teur  de 10 
litres inocu lé  à 
1,0% (v/v) 
Selon les paramè- 
tres cho i s i e , [Es ]  
& formation de 
mgtabol i te  sont  
semblables aux 
cuvée6 en f lacons  
Mod6lisation de 
la c ro i s sance  des 
c a l s  embryogènes 
[%dl a f f e c t e  
l 'embryogenèse et 
est mieux gtudige 
en b io réac teur  
Contrôle de l ' e m -  
bryogenèse par 
ajustements du pH 
Tableau 2.3 (SUITE) 
Publ ica t ions  faisant état de l 'usage de b io r&ac teu r s -  pour la c u l t u r e  
d'embryons somatiques d'espèces végeta les  
A m ( 8 )  TYPB D'AGI-XON VOLüHE R9SüLTlbZS &/ou 
et mndh ESP%CE ($1 etf ou D ~ A ~ ~ ~ I O N  
Kessell & 
C a r r  (1972) 
Kessel1 et  
a l -  (1977) 
Molle 
e t  al. 
( 1993 ) 
Nishimura 
e t  al. 
(1993) 
P r e i l  et 





C a r o t t e  M6canique:aubes à 
(D. carota) 6 pales  (90 à 160 
RPM); Bullage par 
le fond (Qg= 1 ou 
2  min" se lon  
demande en %) 
Carot te  Mkanique: aubes a 
(Do carota) 6 pales (90 RPM) ; 
Bullage par le 
fond (Q?= 1 ou 
2 L a i n  se lon  
demande en q) 
C a r o t t e  MBcanique : 
(D. carota) turb inee  RUSHTON 
b 3 pales; 
Aération: ? 
C a r o t t e  Barreau magnéti- 
( D -  carota) que (50-200 RPM) 
Bullage 6i contrô- 
le de [%dl >88%; 
Aération: ? 
Euphorbia Vibratoire:  fré- 
puf cherrima quence = 3; A6ra- 
tion de su r face  6r 
bullage (Qg=?) 
de O, dans mil i eu  
Luzerne 1)Mécanique:héli- 
(Xedicago ce (10ORPM) & aé- 
sativa) r a t i o n  de su r face  
ou bullage ( - 1 V W )  -
2 ) Pneumatique 
Carotte Mécanique: cy l in -  
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aspects qui sont absoluement essentiels pour mieux comprendre ce processus 
biologique complexe ainsi que pour mettre au point des méthodes 
systématiques, constantes et f iablee de production in vitro d 'embryons 
somatiques de bonne qualité. Xnverement, même s'ile eont inspirge des 
équipements conçus pour obtenir des métabolites secondairee, les 
bior6acteurs dedies à la production d'embryons doivent Btre adaptés aux 
besoins particuliers de la differenciation cellulaire véggtale et aux 
impératifs qualitatifs qui eont propres a I'embryogenèse somatique (Preil 
et al. 1988). 
Dans cette perspective, le but de cette troisième et dernière section est 
de faire le point sur la culture d'embryons somatiques en bioréacteurs à 
la lumière des informations revues dans les deux sections précédentes. 
Sauf quelques exceptions, les publications présent6es au Tableau 2.3 sont 
le6 seules faisant état de recherches portant spécifiquement sur l'usage 
de bioréacteurs pour cultiver des embryons somatiques d'espèces végétales. 
Les éléments réunie ci-aprh font donc référence principalement à ces 
publications, mais également à des documents plus généraux quoique tout 
auesf pertinenta. On note au Tableau 2.3 que plus de la moitié des quinze 
publication8 concernent la carotte (Daucus carota), l'une des espèces 
modèles de 1'embryogenSse végétale somatique. Ceci indique que la majorité 
des travaux impliquant l'usage de bioreacteurs visent d'abord une 
meilleure connaissance de ce processus unique. Sans négliger cette 
dimension, les travaux rapportés dans les six autres publications visent 
sans doute également des applications technologiques a brève échéance. 
2 -3.1 AVAHTAQES ET IWCONV&NIENTS 
La culture d'embryons en milieu liquide effectuhe dans des bioreacteurs 
comporte plusieurs avantages en comparaison de celle, plue courante et 
plus traditionnelle, effectue@ en flacons agités. Ainsi, la culture en 
bioréacteurs permet de travailler avec des volumes plus grands de 
suspension (couramnent entre 1 et 10 litres par rapport à 20 et 200 rnL en 
flacons), ce qui peut se traduire par des économies de matériel, d'espace 
et de temps dépendamment des application8 (Anmiirato & Styer 1985, Park et 
al. 1989, Styer 1985). Dans le même ordre d'idées, il est plus facile 
d'intégrer un bioréacteur à un procédé automatisé que ne le sont plusieurs 
petite flacons séparés. Ceci est particulierement évident dans le cas 
d'opérations qui sont effectuées aseptiquement comme le transfert des 
cultures d'un récipient a un autre, le changement d'un milieu ou son 
renouvellement en nutriments, lr6valuation de l'état d'une suspension, ou 
encore l'identification et le tri des embryons (Ducos et al. 1993, Grand 
d'$mon et al. 1989, Hamalainen et al. 1993, Harrell et al. 1992, Levin et 
al. 1988, Uozumi et al. 1993). Tout bioréacteur a un système d'agitation 
qui aeaure l'homog6néité de la euepension et qui rend aussi possible la 
prise d'échantillons représentatifs (Ammirato & Styer 1985, McDonald E 
Jaelanan 1989). Les bior6acteurs sont habituellement conçus pour permettre 
le suivi et/ou le contrele de paramètres corne le pH, la concentration en 
oxygene dieeous ([%dl) ou celle de certains autres gaz (Cq, W.), le 
potentiel d'oxido-r0duction de6 suepensions, la température, l'aération et 
l'agitation, ce qui fournit des données plus nombreuses et de meilleure 
qualité, donc plus riches d'enseignement (Archambault et al. 1994a, Ducos 
et al. 1993, Jay et al. 1992 & 1994, Keasell & Carr 1972, Kessel1 et al. 
1977, McDonald & Jackman 1989, Smith et al. 1990, Stuart et al. 1987). De 
telles données sont parfois plus appropriees à l'élaboration de modèles 
mathématiques que celles pouvant dtre obtenues de cuvées en flacons agités 
(Chen et al. 1987, Harrell et al. 1992, McDonald 6; Jackman 1989, Miller & 
Melick 1987, Smith et al. 1990, Spieler et al. 1985). Enfin, l'ueage de 
bioréacteurs donne le choix parmi pluaieucs stratégies de culture ou 
combinaisons de stratégies pour la production d' embryone , ce qui constitue 
un avantage très appréciable sur la culture conventionnelle en flacons 
agités (Ammirato & Styer 1985, Nouaille & Pétiard 1988, Styer 1985). 
La culture d'embryons somatiques en bioréacteurs comporte également des 
inconvénients. Par exemple, il est difficile d'6tablir et de maintenir un 
r4gime équilibré d'agitation qui soit a la fois assez vigoureux pour 
prévenir les problèmes de transfert de matière liés au volume accru de 
suspension ainsiqu'a ses propriétés rhéologiques, mais aussi suffisamment 
doux pour ne pas abîmer les embryone qui ont, globalement, la même 
sensiblité physique et les mêmes caractéristiques physiologiques que les 
cellules végétales dont ils sont constitués. En fait, dans la littérature 
on t r a i t e  moins l ' a g i t a t i o n  comme un p r o b l h e  ou un inconvénient,  que 
connne un paramètre important q u ' i l  f au t  tr&s bien maîtriser (Rrtchambault 
e t  al. 1994a, Chen et a l .  1987, Denchev e t  a l .  1992, P r e i l  e t  a l .  1988, 
S t u a r t  e t  a l .  1987, S tye r  1985). L e  dégazage de  subs tances  v o l a t i l e s  hors 
d'une suspension embryogene ou, inversement, l e u r  r é t e n t i o n  dans c e l l e - c i  
son t  d ' au t res  inconvénients  q u i  dépendent en p a r t i e  d e  l ' a g i t a t i o n  e t /ou  
de  l ' a é r a t i o n .  On invoque p a r f o i s  ces phénomènes b l ' é g a r d  du dioxyde de 
carbone, de l ' é t h y l e n e  e t  de l'oxygene, pour exp l iquer  c e r t a i n s  r é s u l t a t s  
d é s i r é s  ou non qui son t  obtenus en b ioréacteurs  (Archambault e t  a l .  1994a, 
Chen et a l .  1987, Denchev e t  a l .  1992, Ducos e t  a l .  1993, Greidziak e t  a l .  
1990, Jay  et a l .  1992). Cependant c e c i  reste a être demontré puiaqu'aucune 
mesure d i r e c t e  d e  l ' un  ou l ' a u t r e  de ces phénomènes n ' e s t  encore rappor tée  
e t  les e f f e t s  d e s  gaz s u r  l'embryogenèse végé ta le  somatique mér i tent  
d ' e t r e  é t u d i é s  p l u s  systématiquement e t  p lus  en d é t a i l s .  Par a i l l e u r s ,  
se lon  l'espèce, l e  mi l ieu  de c u l t u r e  e t  le  mode d ' a g i t a t i o n ,  c e r t a i n e s  
suspensione embryogQnes forment une écume tendant  à r e t e n i r  en s u r f a c e  une 
por t ion  de l a  biomasse qui ,  par  conséquent, d6g6nère. O r  en  b io réac teur  ce 
problbme peut prendre des  proportions qui rendent  c e r t a i n e s  sondes 
inutilisables e t  même l a  c u l t u r e  impossible. D e  façon générale,  t o u s  ces  
inconvénients peuvent &tre é v i t é s  en cho i s i s san t  des  b io réac teurs  et des 
condi t ions  d 'opéra t ion  q u i  so ien t  bien adaptés aux p a r t i c u l a r i t é s  de 
chaque espeee e t  en apportant  des  so lu t ions  technologiques innovat r ices ,  
2.3.2 PRINCIPAUX TYPES DE ~10RbAchlzu~8 UTILIS~S 
Lee b io réac teurs  u t F l i s 6 e  pour l a  cu l tu re  i n  vitro d'embryone somatiques, 
comme ceux se rvan t  B l a  c u l t u r e  de c e l l u l e s  v é g é t a l e s  ind i f fé renc iées ,  
peuvent être c l a e e i f i é e  en qua t re  ca tégor ies  se lon  l e u r  type d 'ag i t a t ion :  
1) parunatique (air puleé dane l a  suspension); 2)  r6cmique ( a g i t a t e u r  
quelconque baignant  dans l a  euspension e t  e n t r a î n é  p a r  un moteur externe  
auquel il est fixe mécaniquement); 3) ugn6tique ( a g i t a t e u r  ou barreau 
mi ta l l ique  baignant  dans l a  suspension et e n t r a î n e  par  le champs 
magnétique d'un aimant r o t a t i f  externe) ;  4)  vibratoire ( v i b r a t e u r  baignant  
dans l a  suspension e t  e n t r a î n é  pa r  un moteur ex te rne ) .  D'aprgs le  Tableau 
2.3 on a su r tou t  r ecours  & des  b ioréacteurs  a g i t a t i o n  mécanique, c e  qui  
c'explique sans d o u t e  pa r  l a  d i v e r s i t e  des a g i t a t e u r s  d i spon ib les  (mobiles 
à débit axial et/ou radial) et par La poesibilité de combiner différents 
mobiles ou d'en concevoir de nouveaux. Ceci dit, ici corne avec la culture 
de cellules indifférenciées, Le modgle d'agitateur mécanique utilisé est 
susceptible d'influencer les résultats d'une culture (Martin 1980b, Panda 
et al. 1989, Prokop & Roeenberg 1989, Scragg bt Fowler 1985, Taticek et al. 
1991). De même en va-t-il des choix de courant d'écoulement des bulles 
d'air (ou du melange gazeux) dane la euspension d'un bioréacteur A 
agitation pneumatique (Denchev et al. 1992). Outre lee type6 de 
bioréacteurs indiques au Tableau 2-3 ,  le fermenteur a tambour rotatif 
(Tanaka et al. 1983) convient & la culture en suspension d'embryons de 
Panax ginseng (Shimomura & Lavoie, non publi&). 
L'embryogenèse somatique étant un proceseus de différenciation cellulaire 
éminemment complexe, on comprend que le simple transfert de la technologie 
des bioréacteurs conçus initialement pour la culture de cellules vggétales 
a la production d'embryons donne parfois des résultats surprenants. Il ne 
s'agit là cependant que d'une 6tape préliminaire qui doit être suivie 
d'adaptations tenant compte la fois des d6couvertes les plus récentes 
sur l'embryogen&se et des besoins spécifiques de chaque lignée embryogène 
d'intéret (Preil et al. 1988). Dans cette optique, la technologie des 
bioréacteurs est prometteuee car, dtant t r h  diversifige, elle permet de 
mieux gtudier les exigence6 particuliéres de chaque lignge et elle offre 
aussi la souplesse neceseaire pour mener au développement de procédés 
industriels exempts d'empirisme et &pondant B toutes les exigences des 
procédés modernes de production. 
2.3.3 S ~ O I E S  POSSIBLES DE PRODUCTXOU 
L'approche la plus courante pour obtenir des embryons somatiques de 
plantes comporte deux étapes: celle d'induction où des cellules réceptives 
d'un tissu somatique de plante sont amenées a proliférer sous forme d'amas 
cellulaires embryogènes dans un premier milieu de culture contenant une 
certaine quantité d'hormone (8 )  ou de régulateur (8) de croissance, puis 
l'étape de production où le8 cellules induites peuvent poursuivre et 
compléter leur d6veloppement dans un eecond milieu d6pourvu de toute 
eubstance susceptible d'entraver le proceesus de différenciation. Cette 
approche en deux temps est retenue dans tous les travaux rapportés au 
Tableau 2.3 et, m h e  si les publications ne fournissent pas tous les 
detaila, on peut supposer que la premiere étape est effectuée en flacons 
agith dan8 chaque C a m ,  alors qu'un bioréacteur est utilisé pour la 
seconde étape. Malgré ce constat, il faut souligner que la séquence 
flacons agités (étape 1) et bioréacteurs (étape 2) n'est pas la seule 
possible, pas plus que ne le sont les approches et les méthodes de culture 
rapportées dan8 la littérature. En d'autres mots, la technologie des 
bioréacteurs permet plusieurs stratégies de production d'embryons 
somatiques. 
Ainsi, dépendamment de la lignée on peut vouloir obtenir une quantité ou 
une qualité différente de biomasse durant l'étape d'induction et, pour ce 
faire, avoir recours à un certain type de bioréacteur plutôt qu'au mode 
flacon (Drew 1980, Kessel1 & Carr 1972, Kreis & Reinhard 1989, Molle et 
al. 1993). De plus, selon les conditions et les objectifs propres a la 
première étape, on peut opter pour une autre méthode que la cuvée, car la 
technologie des bioréacteurs permet aussi la culture semi-continue, 
continue ou séquentielle (Ammirato & Styer 1985, Nouaille & Pétiard 1988, 
Styer 1985). Similairement, la phase de production peut être effectuee 
autrement qu'en cuvhe, meme si beaucoup de travail reste à faire ce 
sujet (Preil et al. 1988, Styer 1985). À cet égard, il est clairement 
démontré avec la culture en flacons qu'une alimentation séquentielle de 
milieu frais se traduit par des embryons somatiques de carotte de 
meilleure qualité et produits en plus grand nombre (Huang et al. 1993). 
Par ailleurs, en procédant B des filtrations ou à des changements de 
milieux appropriés, il est tout à fait possible d'exécuter les deux étapes 
du procédé d'obtention d'embryons dans un seul biort5acteur (Ammirato & 
Styer 1985, Stuart et al. 1987). Il est aussi concevable de trier des 
embryons selon leur grosseur ou leur stade de développement et de les 
separer en autant de bioreacteurs relies en serie (chacun ayant un milieu 
et de8 conditions uniques) qu'il le faut pour aasurer un produit final de 
qualité constante (Ducos et al. 1993, Harrell et al. 1992, Molle et al. 
1993, Nouaille & Petidrd 1988). On peut donc imaginer des étapes 
supplhentaires 3 un proc6d6 automatiet5 de production d'embryons 
somatiques, comme par exemple une Btape de maturation ou de stabilisation 
p a r  dessèchement qui  serait indui te  durant  un sé jour  des embryons dans un 
b ioréacteur  contenant une ou p lus ieu r s  so lu t ions  aux g rad ien t s  osmotiques 
é l e v é s  ( F u j i i  e t  a l .  1993, Ranch 1993).  
2.3 .4  PIUMCIPAUX Rb-8 IUPPO&S 
Conme l e s  embryons eomatiques de l a  p l u p a r t  des  espèces végéta les  passen t  
par d i f f é r e n t e  s tades  de  d6veloppement ( ceux d ' amas c e l l u l a i r e ,  de 
g lobu la i re ,  de cordiforme e t  de t o r p i l l e  é t a n t  retenus pour l a  c a r o t t e ) ,  
les r h u l t a t a  q u a n t i t a t i f s  pr6eentés dans l a  l i t t é r a t u r e  sont ,  pour une 
meme espece, p a r f o i s  d i f f i c i l ement  comparables puisque c e r t a i n s  a u t e u r s  ne 
rendent  compte que de6 embryons a un c e r t a i n  s tade  (généralement l e  
d e r n i e r ) ,  a l o r s  que d 'au t ree  en considerent  p l u s  d'un ou l'ensemble des  
s t ades .  Dans c e  contexte, e t  l ' i n t g r ê t  é t a n t  d 'obtenir  des  embryons de 
q u a l i t é  aptes b former des  plantee normales, il appara î t  p lus  cohérent  de 
se l i m i t e r  au denombrement dee embryons a t t e ignan t  le  s t a d e  précédant  
immédiatement l a  germination. 
Dans le  cae de l a  c a r o t t e ,  le s t a d e  précédant  l a  germination s e r a i t  l e  
s t a d e  t o r p i l l e  où l a  forme des  embryons (longueur r 1 mm) est fac i lement  
i d e n t i f i a b l e  a l ' o e i l  nu. Suivant c e t t e  r èg le ,  et pour les pub l i ca t ions  où 
c e l a  est poss ib le  (Tableau 2.3), on note  les concentrat ions maximales 
su ivantes  pour l a  production d'embryons de carot te :  -1000 ~s.rnL-' en  
b iorhacteur  à a g i t a t i o n  mbcanique avec a e r a t i o n  par  le fond (Ducos e t  a l .  
1993),  -400 ES.=' en  b ioreacteur  a a g i t a t i o n  mgcanique (Molle et a l .  
1993) e t  -390 ES.&' en b ioreacteur  B barreau magnétique avec con t rô le  de 
l a  concentrat ion d'oxygène dissous a p l u s  de 88% (Niehimura et a l .  1993).  
Dane ces  t r o i s  publ ica t ions  on r appor te  que l a  production maximale 
d'embryons en  bioréacteure est toujoura  Bgale ou supérieure A c e l l e  en  
f l acons  ag i t& (presque le double dans Nishimura et a l .  1993), un r g e u l t a t  
qu'on re lève  a u s s i  pour t r o i s  a u t r e s  espèces (Archambault e t  a1.1994a, 
Greidziak e t  a l .  1990, S t u a r t  et  al. 1987) dont l a  luzerne (Medicago 
sativa) qui  a pourtant  l a  réputa t ion  d ' é t r e  d i f f i c i l e  A c u l t i v e r  en 
mil ieux l iqu ides  (Chen e t  a l .  1987, S t u a r t  et a l .  1987). C ' e s t  d i r e  qu'en 
cho i s s i s san t  les condit ions,  l a  méthode de c u l t u r e  et le b io réac teur  
appropri6s on peut obtenir plus d'embryons par unité de volume 
comparativement a la culture en flacons agites. Par ailleurs, mëme si de 
nombreux autres paramstres concernant la croissance de la biomasse, la 
consommation des nutriments et la production d'embryons sont quantifiables 
autant en flacone qu'en bior6acteursf seuls ces derniers permettent la 
meaute en continu de diverses variables physiques avec lesquelles de tels 
ces parametres peuvent etre corr~l6s. 
Neuf des se ize  publication8 du Tableau 2.3 portent une attention 
particulière a l'influence de la concentration en oxygane dissous sur la 
culture d'embryons (Archambault et al. 1994a, Chen et al. 1987, Greidziak 
et al. 1990, Jay et al. 1992, Kessell & Carr 1972, Kessell et al. 1977, 
Niehimura et al. 1993, Preil et al. 1988, Stuart et al. 1987) et leurs 
principaux résultats, presentés B la sous-section 2.2.6, indiquent que la 
technologie des bioreacteurs permet de saisir des nuances possiblement 
fondamentales qui ne sont pas accessibles par la culture en flacons. Ceci 
est aussi vrai pour d'autres gaz comme l'athylène ou le dioxyde de carbone 
m&me ei seulement quelque6 uns des travaux effectués B ce jour en 
bioréacteurs les prennent en considération (Archambault et al. 1994a, 
Ducos et al. 1993, Greidziak et al. 1990, Kessell & Carr 1972, Preil et 
al. 1988). 
En some, avec La culture en bioréacteurs il devient non seulement possi- 
ble de mettre B jour des relations nouvelles entre certains facteurs, mais 
surtout, pour chaque lignée embryogène prise individuellement, de détermi- 
ner systématiquement les conditions permettant d'atteindre des objectifs 
qualitatifs spécifique6 (Preil et al. 1988). Il n'est donc pas surprenant 
que la qualité des embryons produits en bior6acteurs est généralement au 
moins semblable (Ammirato & Styer 1985, Chen et al. 1987, Ducos et al. 1993, 
Molle et a1.1993, Preil et a1.1988, Tautorus et a1.1992), très rarement 
inférieure (Chen et a1.1987, Stuart et a1.1987) et parfois supérieure 
(Archambault et al. 1994a, Greidziak et al. 1990) a celle des embryons 
obtenus en flacons. 
2.3.5 POTGWTIKL POUR LA M ~ D ~ I S A T I O N  ET L'OPTIWISATION 
L'utilisation des bioréacteurs permet donc de pousser plus loin la mesure, 
le suivi, le contrele et l'ajustement des conditions physiques de culture 
en fonction du temps. Or le temps est un facteur tellement fondamental de 
18embryogen&se somatique que l'avenir est a l'identification, pour chaque 
lignge, des besoins physico-chimiques spécifiques 3 chaque stade de 
développement (nutriments, gaz dissous, pH, hormones, régulateurs de 
croissance, température, pression osmotique, humidité, luminosit6, 
suppression d ' inhibiteurs, ajouts de promoteurs chimiques, etc) . 
Cependant, afin de comprendre la complexité de ces besoins et de leur 
interdépendance il faut pouvoir Blaborer des modeles cinétiques à partir 
de donnees fiable6 (Cazzulino et al. 1990, Chen et al. 1987, Chi et al. 
1994, Fowler 1987, Harrell et al. 1992, HcOonald & Jackman 1989, Miller & 
Meliek 1987, Payne et al. 1990, Smith et al. 1990). Evidemment, la culture 
en bioréacteure convient mieux au d6veloppement de tels modSles, ainsi 
qu'a leur utilisation pour optimiser la production d'embryons somatiques 
de chaque lign6e. C'est a cette condition que de véritables procédés 
industriels pourront Btre f a i t s  sur mesura, 
2.3.6 LIMITES 
D'un point de vue fondamental, l'utilisation de bioréacteurs ne peut que 
mener B une meilleure compréhenaion du processus biologique complexe 
qu'est l'embryogenèae v6gétale somatique et conséquemment contribuer à 
téeoudre certaine de ses plus épineux problèmes. Cependant la perception 
de nouvelles connaissances et la conception de solutions dgpendent 
entiarement de la perspicacité et de la pers8vérance des personnes 
oeuvrant dans 1s domaine. c'est donc dire que la volant6 humaine est la 
premiere limite aux applications fructueuses de la technologie des 
bioréacteurs à l'embryogenèse somatique. 
L'autre limite importante qu'on ne peut ignorer est d'ordre Bconomique. En 
effet, compte tenu que les cellules v6gétales croissent lentement, les 
cotte globaux de production des procédés biotechnologiques les impliquant 
sont ggnéralement assez élevés. Par exemple, l'un des rares procéd8s de 
production d'un metabolite secondaire a avoir atteint le stade commercial 
en plue de quarante ans de recherche eet celui de la firme japonaise 
MXTSUI qui cultive grande gchelle des cellules indifférenciées de 
Lithospermum erythrorhizon afin d'obtenir la shikonin, un melange de 
napthoquinones ayant des propriétés antiseptiques et colorantes qu'on 
utilise dans la préparation d'onguent6 m6dicinaux ainsi que comme pigment 
rouge dans des fards levres (Pujita t Tabata 1987). Or on aurait cessé 
les opérations de ce procedé depuis quelques années pour des raisons 
économiques (Docteur Shimomura, conmiunication personnelle). Tout procédé 
biotechnologique potentiel doit donc absoluement faire l'objet d'une 
analyse rationnelle et dgtaillée des coûts d'opérations (Goldstein et al. 
1980, Scragg & Fonler 1985). 
Dans cette perspective, on comprend que l'acceptation ou le refus d'un 
procGd6 quelconque de production d'embryons dépend ultimement de la valeur 
commerciale de l'espèce en cause. Certaines espèces agricoles, horticoles 
et forestières sont toutefois susceptibles d'aesurer la rentabilité d'un 
tel procede (Fujii et al. 1987, Gray & Compton 1993, Gray & Purokit 1991, 
Gupta & Durzan 1988, Levin et al. 1988, Lutz et al. 1985, Nouaille & 
Petiard 1988, Ranch 1993, Redenbaugh 1990, Redenbaugh et al. 1987b, 
Roberts et a1.1993, Sanada et al. 1993, Styer 1985, Vasil 1988). Si l'on 
souhaite reellement développer des applicatione reconnues pour 
l'embryogengse végétale somatique, c'est sur ces espèces que doivent être 
concentrés les efforts d'utilisation de la technologie des bioréacteurs. 
CHAPITRE 3 - OBüECTIF PRINCIPAL 8% SOUS-OBJECTIFS 
En rGf6rence aux caractéristiques génkales, aux particularités et aux 
potentialités nombreusee de 1'embryogenGae végetale somatique in vitro qui 
sont revues au chapitre précédent, il est légitime de postuler que les 
problèmes majeurs de ce processus complexe peuvent être mieux compris par 
des études de cinétique nutritionnelle lors desquelles la culture 
traditionnelle en flacons agités et celle en bioréacteurs eont effectuées 
simultanément, puisque ce second mode de culture permet de mesurer et de 
contr8ler un plus grand nombre de param6tres. C'est en se fondant sur ce 
postulat que l'objectif principal ainsi que les sous-objectifs du présent 
projet de recherche sont formulés et présent6s dans ce troisième chapitre. 
3.1 OBJECTIF PRIWCIPAL 
Pour les raiaons historiques et pratiques déjà consi dérées, la carotte 
(Daucus carota) est une espèce modele largement utilisée pour l'étude de 
l'embryogenèse vég6tale somatique. Pour cette espèce ainsi que certaines 
autres, 1 ' ion ammonium est un macronutriment généralement essentiel au bon 
developpement d'embryons eomatiquee quand on les obtient dans un milieu 
eynthétique contenant du nitrate mais dépourvu de toute eource organique 
d'azote. Ce fait qui eet établi pour des lignées embryogànee culti.vées en 
boîtes de PBtri (gelosee) et en flacons agites (suspensione) n'a jamais 
ét6 v6rifié avec des cultures en bioréacteurs. Similairement, il est 
probable que certains gaz, dont l'oxygène, affectent le processus 
embryoghe de diffgrentes manieres, mais leurs influences sont mal connues 
parce que difficile8 à Btudier. Or, le mode bioreacteur permet le suivi et 
le controle de plusieurs pa.ram&res de culture dont l'agitation, 
l'aération et la concentration de certaine gaz. Par ailleurs, il est 
démontré que le modele de bioréacteur dont le mobile d'agitation consiste 
en un enroulement de deux rubans h6licoïdaux convient à la culture 
d'embryons somatiques d'Eschscholtzia californica (Archambault et al. 
1994a), de suspensions haute concentration en cellules végétales 
(Jolicoeur et al. 1992, Pépin 1996), ainsi que de suspensions de cellules 
d'ineectes (Kamen et a1.1991 & 1992) qui ont la réputation d'être encore 
plus sensibles au cisaillement mécanique que les cellules végétales 
(Pxokop & Rosenberg 1989 ) . Dane ce contexte, 1 'objectif principal de cette 
recherche est  d0&tudier comment 1e changemmnt de la concentration initiale 
en ion amnoni- influence le d6veLoppommnt d'une lignie sibryogène de 
carotte cultiv6m en cuvbe suivant deux iodes de culture: le flacon agité 
m t  1. biorbactaur 1 rubuis h6licoïdiux. 
3.2 SOUS-OBJECTIFS 
De cet objectif principal decoulent les huit sous-objectifs euivants: 
i) Partant de tissus somatiques d'une variéte de carotte commerciale, 
développer des lignées embryogènes pouvant croître en suspension liquide 
et dans au moine un des milieux définis qui sont utilisés couraniment en 
culture de cellules végétales; 
ii) DBfinir une methode de culture cuv6e (milieu et conditions physi- 
ques) qui permette de produire systématiquement des embryons somatiques en 
flacons agités et en bioreacteur à rubans hélicoïdaux, la concentration de 
l'oxygène dissous étant contrelée dans ce second mode de culture; 
iii) Selectionner une l ign6e  embryoghe qui soit bien adapte@ ces  deux 
modes de culture in vitro; 
iv) Effectuer simultanément dans les deux modes de culture des séries de 
cuvées difierant par leurs concentrations initiales en ion ammonium; 
v) Durant chaque cuvée, suivre l'évolution dans le temps de paramètres 
liés aux changements de la biomasse, B la production d'embryons torpilles, 
a l'absorption de l'ammonium ainsi qu'a l'absorption de neuf autres 
macronutriments; 
vi) Établir des relations entre la concentration initiale en ammonium et 
les cinétiques des paramètres mesurés; 
vif) Comparer les relations paramétriques des cuvees en bioréacteure à 
celles en flacons et tenter d'expliquer les divergences ou les similitudes 
mesurées en fonction des principales différences (notamment le contrôle de 
l'oxygène dissous) entre ces deux modes de culture in vitro; 
v i i i )  Discutex les tendances observées en reférence a la l ittérature 
lorsque cela eet possible et pertinent, afin d'élargir le système-modèle 
de l'embryogen&ae vegétale somatique pour y inclure dordnavant la culture 
en bioréacteur tubane hélicoïdaux. 
C e  c h a p i t r e  se d i v i s e  en q u a t r e  s ec t ion8  q u i  p o r t e n t  reepect ivement  sur le 
d6veloppement e t  le maint ien des l i g n e e s  embryogènes, s u r  la c u l t u r e  en  
cuvée pour l a  product ion d'ambryone somatiques,  s u r  les c o n d i t i o n s  p a r t i -  
c u l i è r e ~  B chacun d e s  deux modes de c u l t u r e  e t  s u r  les méthodes d 'analyee.  
4 . 1  D ~ P P Q ~ G # T  ET DES L I ~ S  ~LWBRYO~&NES 
4.1.1 =SE Eir CUL- TYPIQUE DES LI-s &IIBRYWÈWES 
D8apr&s l a  l i t t é r a t u r e ,  il eet possible et re l a t ivemen t  f a c i l e  d ' o b t e n i r  
une lignée de  c e l l u l e 8  embryogènes a p a r t i r  d'un fragment d'à peu p r e s  
n ' importe  que l  t i s s u  d'un p l a n t  de c a r o t t e .  Dans le  cadre  de  l a  p r é s e n t e  
recherche ,  des  g r a i n e s  de c a r o t t e  son t  u t i l i s 6 e s  comme m a t e r i e l  de dépa r t  
a f i n  d e  t r a v a i l l e r  avec des  l i g n i e s  nouve l l e s  e t  pour 6 l imine r  l e u r  âge 
comme source  de v a r i a t i o n  importante.  Les g r a i n e s  d e  c a r o t t e  mises à 
l ' e e e a i  s o n t  f o u r n i e s  par l a  f inne Saences BC inc.  de Laval  (Québec, 
Canada) et  elle6 appar t iennent  t r o i s  v a r i é t é s  d i f  f é r en tee ,  e o i e n t  l a  
"Fancy Pack", la  "NAVAJOw et la  "Six Pack" q u i  s o n t  t o u t e s  des hybr ides  F, 
de  premiere généra t ion .  
La s u r f a c e  s c a t i f  iée des g r a i n e s  est l a v é e  et  d e s i n f e c t é e  d e  l a  façon 
su ivante :  1) trempage et  a g i t a t i o n  vigoureuse du ran t  deux minutes dans  une 
s o l u t i o n  aqueuse d 'é thanol  (70% v/v) ;  2)  m ê m e  chose durant  v i n g t  minutes 
dans  une s o l u t i o n  conmerciale d i l u é e  d thypoch lo r i t e  d e  sodium 
(concen t r a t ion  f i n a l  d 'environ 1,1% p/v  d 'hypochlor i te  NaC10); 3) double 
r i n ç a g e  avec de l ' e a u  d i s t i l l é e  s t 6 r i l i s é e ;  4) r é p g t i t i o n  du trempage e t  
de  l ' a g i t a t i o n  dans  l a  s o l u t i o n  cotumerciale d i l u é e  d ' hypoch lo r i t e  de 
sodium durant  v i n g t  minutes; e t  5 )  t r i p l e  r i nçage  avec  de  l ' e a u  d i s t i l l é e  
a t é r i l i s 8 e .  S u i t e  c e t t e  dés in fec t ion ,  les g r a i n e s  sont  m i s e s  s u r  un 
p a p i e r  f i l t r e  stérile reposant  dana une b o î t e  d e  P é t r i  contenant  envi ron  
2 mL d'eau d i s t i l l é e  stérilisée (à r a i s o n  d e  3 à 5 gra ines  p a r  b o î t e ) ,  
p u i e  les b o î t e s  de P b t r i  fermees hermétiquement son t  r angées  dans 
l ' o b s c u r i t é  et à l a  température ambiante a f i n  de permet t re  aux g r a i n e s  de  
germer. 
Aprh germination des graines (5 10 jours), les hypocotyles (portion de 
la tigelle sous les cotyl6dons) sont coupées en cinq ou six  petits 
morceaux qui sont transférés aseptiquement sur une gélose nutritive 
contenue dans une boîte de Pltri. Les géloses nutritives se composent soit 
de milieu HS (Murashige & Skoog 1962) ou de milieu B5 (Gamborg et al. 
1968) dont les formulations sont présentées au Tableau 4.1. Ces milieux 
contiennent de 8 B 9 g.~-' de poudre d' agar non purifiée, 0'2 mg. L-' d'acide 
2,4-dichlorophénoxyacétique (2,4-D), ainsi que 30 g.L-' de sucrose de 
qualité alimentaire et leur pH est ajusté a -5,6 B l'aide d'hydroxyde de 
potassium (KOH) avant d'être stérilisés dans un autoclave (12192, 100 kPa, 
20 minutes). Chaque boîte de Pétri contenant une gélose et un morceau de 
meristhe est ensuite scellee hermétiquement, identifiée et incubée à 28°C 
dans l'obscurité (éliminant ainsi la photosynthàse corne mode d'obtention 
d'énergie) afin de permettre le d6veloppement des cals. 
Après une pOriode de quatre a six semaines d'incubation, les cals de plus 
d'un centimgtre cube qui n'apparaissent pas contaminés sont vérifih pour 
leur potentiel embryogène. Pour ce faire, un petit fragment de cal est 
tranefere eur une g6loee de composition identique eauf pour l'abeence de 
régulateur de croissance, permettant ainsi au processus de differenciation 
cellulaire de suivre son cours. Ce type de transfert eet aussi fait dans 
-20 mZ, du milieu liquide approprie ne contenant ni rggulateur de 
croissance, ni agar. Dane toue les cas, le test consiste ii vérifier ai des 
embryons ee forment à la surface du cal ou dans la suapension durant les 
eemaines suivantes. Suite ce t e e t ,  les cale jugée embryogénee sont 
maintenus à l'obscurite dans un incubateur A 28°C. Ils sont repiqués toutes 
le8 eix a huit semaines en transferrant -1 g d'une portion saine et 
hydratée du cal sur une gélose fraîchement préparée et contenant du 2,4-D. 
Les récipients utilisée pour l'entretient des cals eont des boîtes de 
Pétri ou des petits bocaux de verre (diamstre -5 cm, hauteur -7 cm) 
stérilisables. Chaque lignee embryogène est ainsi conservée tant que son 
cal ne montre pas de signe particulier de dégénérescence et elle peut être 
utilisée au besoin pour la production d'embryons somatiques. 
Tableau 4.1 
Formulation des  mil ieux n u t r i t i f s  syn thé t iques  MS e t  B5 
Macronutrimente 






N W 0 4  - PP 
Micronutriments 







CO CL^. 6&0 
S e l  f e r r i q u e  de EDTA' 
Vitamines ma. ma.  L-' 
I n o s i t o l  100 ,  O 100 ,  0 
Acide n i co t in ique  0, 5 1 1 0  
Pyridoxine . HC1 0 1 5  I r 0  
Thiamine.HC1 o I 1  1010  
" acide éthyl&nediaminetétraac6tique 
Tableau 4.2 
Combinaisons d e  n i t r a t e  d'ammonium (NH,Nû,) e t  d e  n i t r a t e  de potassium 
(m) permet tan t  de  modi f ie r  la concen t r a t ion  e n  ammonium du milieu B5 
dont  l a  base  con t i en t  au dépar t  2 mM d e  NH,+ 
[ W4' 1 m4N4 K N 4  r NH4+ 1 rNo3-l  
VISEE mM m+ N W  K+ NO; TOTALE TOTALE 
m~ AJOUTEE m~ m~  in^ mi4 MM 
4.1.2 REPIQUAGE ET ENTRETIEN DES L I G ? J ~ s  EN SUSPgWSION LIQUIDE 
Lorsque désirée, une nouvelle lignhe en suspension liquide est obtenue en 
inoculant un Erlenmeyer de 125 mL qui contient 50 mL de milieu liquide (MS 
ou B5 selon le cas), 0,2 mg.L" de 2,4-D et 30 g.~" de eucroee, avec -1 g 
de cal frais que 1 'on fractionne et disperae soigneusement dans le milieu. 
Une telle suspension, comme toutes les suspensions en flacons du pxesent 
travail, est maintenue dans le noir et à une température de 26°C sur le 
plateau rotatif à mouvement horizontal d'un incubateur-agitateur (Series 
25, New Brunswick Scientific Co, New Jersey, USA) qui est ajusté 120 
révolutions par minute (RPM), où chaque révolution a un rayon d'environ 2 
cm, À la difference d'un cal, une lign6e cellulaire en suepension liquide 
est repiquée tous les quatorze B dix-sept jours en mélangeant un certain 
volume de la vieille suspension (inoculum) avec un volume environ quatre 
fois supérieur (-20% v/v) de milieu fraie. La pratique habituelle consiste 
a traneférer environ 10 mL d'inoculum, B l'aide d'une pipette st&rile, 
dans un flacon de 125 mL contenant de -40 mL de milieu, 30 g.~" de sucrose 
et 0,2 mg.L" de 2,4-D. 
4.2 CüLTüRE EN d POUR LA PRODUCTION D'EMBRYONS SOMATIQUES 
L'expérimentation est entièrement effectuée avec des cultures en 
suspension liquide et auivant une méthode de culture que l'on nomme cuvée, 
parce que tous les nutriments (sauf lee gaz) sont solubilisés à leurs 
concentrations maximales dans le milieu de culture au moment de 
l'inoculation. Les particularités de cette methode sont dhtaillées dans 
les sous-sections suivantes. 
4.2 .1  HILIEP. DE CüLTüRE 
Les deux milieux de culture MS et B5 (Tableau 4.1) sont utilisés durant 
les experiences préliminaires qui visent, entre autre, à déterminer lequel 
est le mieux approprié aux objectifs poursuivis et à la lignée embryogène 
sélectionnée. Suivant les réeultats de ces premières expériences (Section 
5.1), s e u l  le  mi l ieu  B5 est re tenu  pour la  seconde p a r t i e  des  t ravaux.  D e  
plue,  l 'unique g luc ide  u t i l i s é  pour t o u t e s  les c u l t u r e s  en suspension e s t  
le eucrose de q u a l i t é  a l imen ta i re  dans une proport ion de  30 g . ~ '  et  le pH 
du mi l ieu  f r a i s  est a j u s t é  à 5,6 avec une s o l u t i o n  de ROH avan t  l a  
e t é r i l i s a t i  on. 
L'un des  principaux o b j e c t i f s  d e  ce  p r o j e t  é t a n t  d 'est imer l ' importance 
r e l a t i v e  du macronutriment ammonium (NH,+ ) pour l a  production d ' embryons, 
dee cuvées comptant des  concentra t ions  de  0, 2, 5, 10, 15 e t  20 mM d e  ce 
c a t i o n  son t  compar6es. Toutes ces cuvées s o n t  e f fec tuées  en milieu ES dont 
l a  formulation est modifi6e a f i n  d 'avoi r  l a  concentrat ion d'ammonium 
souhai tée  sans changer les concentra t ions  des  a u t r e s  nutriments. Ains i ,  le 
mi l i eu  sans ammonium (O mM NE&+) compte exactement les propor t ions  de 
nutr iments e t  de vi tamines qui s o n t  indiquées au Tableau 4.1, sauf que l e  
1 mM de  (NH,)2S04 eet remplacé p a r  1 mM de  &SO,, ce q u i  n ' a f f e c t e  pas  l a  
concentra t ion  de l ' an ion  s u l f a t e  mais augmente c e l l e  du ca t ion  potassium 
de 25 ii 27 mM, s o i t  moins de 8% d e  sa concentrat ion normale q u i  provient  
du K i Q  et  du K I .  Le mi l ieu  avec 2 mM d'ammonium est le 85 rggu l i e r  t e l  que 
formule au Tableau 4.1 e t  qui con t i en t  in i t i a l ement  1 mM de (NH,),SO,. 
Pour les quat re  a u t r e s  milieux (5 ,  10, 15  e t  20 mM Ni&+), une s o l u t i o n  
e p é c i a l e  de macronutriments e e t  prGpar6e. Celle-ci con t i en t  q u a t r e  des 
c i n q  compos&s dans les propor t ions  indiquées au Tableau 4.1 pour  B5 sauf 
pour l e  n i t r a t e  de potassium (K.NO,) qu i  en est complètement absent.  Ainsi  
pour un mil ieu donné, l a  s t r a t é g i e  c o n s i ~ t e  à a j o u t e r  B c e t t e  s o l u t i o n  
spéciale de  macronutriments contenant d é j a  2 mM d'ammonium, la  j us te  
combinaieon (Tableau 4.2) de n i t r a t e  d'ammonium (NH,NO,) e t  de n i t r a t e  de 
potassium (KNO,) de  façon à o b t e n i r  l a  concentrat ion d g s i r é e  de NH,' et  à 
mainteni r  c e l l e  du N q  à 25 mM. Comme on peut  le c o n s t a t e r  A la  colonne 
c e n t r a l e  du Tableau 4.2, le s e u l  inconvénient de c e t t e  s t r a t é g i e  est que 
l a  concentra t ion  du potassium ( K + )  varie .  Malgré que ce ca t ion  in f luence  
possiblement l'embryogenèse somatique, on suppose qu'une f l u c t u a t i o n  de  sa 
concentra t ion  de -27 mM à -7 mM ne cons t i tue  pas une va r i ab le  e t  donc 
n ' a f f e c t e  pas les r é s u l t a t s .  Evidemment cette v a r i a t i o n  p o u r r a i t  être 
contournée par des a j o u t s  de  K C l  et elle p o u r r a i t  m?me &tre cornpl5tement 
6vitée en remplaçant le NH,N4 et le KNO, par du chlorure d'ammonium 
(NH,Cl). Ces deux méthode6 auraient cependant pour effet de faire varier 
la concentration de Cl-, un anion peu considéré dans la litterature maia 
que le professeur Archambault soupçonne d'?tre néfaste pour les cultures 
de cellules de plantes (communication personnelle). 
L'approche adoptee pour obtenir des embryons repose sur le double principe 
voulant: 1) que la présence d'un ou plusieurs régulateur(s) de croissance 
de type auxine en concentration euffieante dans un milieu de culture 
primaire permet d'obtenir une lignée embryogsne où il y a à la fois 
induction du dgveloppement d'embryons eomatFquea jusqu'au stade globulaire 
et inhibition de leur développement subs6guent; et 2) que le transfert 
d'une lignée embryoghe ainsi obtenue dans un milieu de culture secondaire 
(oii la concentration en régulateur de croissance de type auxine est nulle 
ou du moins tr&s réduite) permet aux embryons de poursuivre leur 
développement et, si les autree conditione sont favorables, de le 
compl6ter. L'acide 2,4-dichloroph~noxyacétique (2,4-D) seul et dans une 
proportion de 0,2 mg. L-' joue ce rôle d ' inducteur-inhibiteur pour toutes 
les cultures en suspension. Ainsi, lorsque l'on désire obtenir des 
embryons de L'une des lignées embryogènes sélectionnées, l'approche 
consiste B inoculer un certain volume de milieu fraie d'où ce régulateur 
est absent avec un petit volume ( 5  a 10% v/v) d'une suspension de cette 
lignée agée d'environ dix jours. Le 2,4-D tesiduel devenant très dilué, il 
n'inhibe plus la différenciation des cellules d'embryons. 
4.2.2 DEUX MODES DE CULTüRE d 
L'oxygène gazeux est un nutriment central dans toue les procesaus vivants 
aérobies, et l'un des objectifs de cette recherche est de prendre cela en 
considération. Dans ce contexte, en plus de comparer les cuvées pour 
différente8 concentrations en ion animonium, le protocole expérimental 
prévoit aussi de les comparer indirectement par rapport à la concentration 
d'oxygène dissous exprimée en pourcentage de saturation d'air dans l'eau 
à 26°C et a 1 atmosphère. Ceci est fait en mettant systématiquement en 
parallèle deux modes de culture cuvées: d'une part le mode flacon agité où 
l a  concentra t ion  d 'oxyghe  d issous  dane le mil ieu  v a r i e  en fonction d e s  
condit ion6 physico-chimiques de  cu l tu re ,  d e  l a  d e n s i t é  de l a  suspension, 
a i n s i  que de  l a  r e s p i r a t i o n  c e l l u l a i r e ,  e t  d ' au t re  p a r t  le mode 
b io réac teur  où c e t t e  concentrat ion est meeurée en  continu a f i n  de l a  
mainteni r  au niveau pr6determiné de 200. 
L a  premiere des  deux composantes p r inc ipa les  de l a  c u l t u r e  en f lacon a g i t e  
e e t  l e  f lacon de v e r r e  conique (Erlenmeyer) d'une c a p a c i t é  de 500-mt fermé 
à l ' a i d e  d'un bouchon de coton (ouate enveloppée d'une gaze ) ,  l e  t o u t  
é t a n t  s t 8 r f l i a 4  a l ' au toclave  avec du milieu f r a i s .  La seconde composante 
est l ' incubateur-agi ta teur  (Se r i e s  25, New Brunswick S c i e n t i f i c  Co, New 
Jereey,  U S A ) ,  un appare i l  é l e c t r i q u e  qui permet d e  con t rô le r  l a  
luminoeité,  l a  température in terne ,  a i n s i  que l e  nombre de  révolut ions  pa r  
minute (RPM) e t  le  rayon de r o t a t i o n  du  p la t eau  hor izonta l .  
L 'aut re  mode de c u l t u r e  est le  bioréacteur  a rubans hél icoïdaux,  dont les 
c a r a c t e r i s t i q u e s  g6nérales de l ' a g i t a t e u r  s o n t  connues pour d i f f é r e n t e s  
a p p l i c a t i o n s  du génie  chimique (Carreau et al. 1976, Jo l i coeur  et  al .  
1992, Kamen et a l .  1992, Pat tereon et a l .  1979, Yap et a l .  1979) et qui 
sert maintenant couramment pour l a  cu l tu re  de c e l l u l e s  v ivan tes  i n c l u a n t  
l a  production d'embryons eomatiques (Arehambault e t  a l .  1994a&b, Kamen et 
a l .  1991, Pépin 1996). L e s  principaux éléments du b io réac teur  u t i l i s é  i c i  
sont:  un vaae en pyrex d'une capac i t é  de deux litres q u i  est de forme 
cy l indr ique  (diam. intér.-11,s cm) et arrondie à l a  base; un couvercle rond 
(diam.-13,O cm Si 6paisseur  -1,6 cm) en a c i e r  inoxydable retenu s u r  
l 'épaulement du vase par un c o l l i e r  de ser rage;  un a g i t a t e u r  (diam-supér. 
-10 cm; pas -8 cm; haut . to ta1  -11,4 c m )  c o n s t i t u e  de deux rubans 
h6licoïdaux (chacun: 1arg.-2,2 cm & long.-44,O cm) 3 enroulement s e n e s t r e  
autour  d'un axe c e n t r a l  v e r t i c a l  (long.-13,7 cm) auquel ils sont aoudés; 
un moteur é l e c t r i q u e  & v i t e e s e  v a r i a b l e  de marque "STIR-PAKn (Cole-Parmer, 
Mode1 4554-10) suspendu au-dessus du couvercle et permettant  d ' en t ra îne r  
l ' a g i t a t e u r ;  a i n s i  qu'un a rb re  aeeptique de t ransmiss ion (Bellco Glas8 
Inc., N J ,  USA) v i s s é  au cen t re  du couvercle et dont l ' axe  mobile est j o i n t  
par eon ext rémité  i n f é r i e u r e  B l ' axe  de  l ' a g i t a t e u r ,  et p a r  son ext rémité  
eupér isure  à l ' a x e  v e r t i c a l  r o t a t i f  du moteur é l e c t r i q u e .  Un j o i n t  t o r i q u e  
d'élaetomtSre (diam.-0,635 cm) est encas t ré  dans une r a i n u r e  pra t iquée  à 
- 0 , 3  cm du pourtour de la face interne du couvercle de  façon à pouvoir 
fermer le bioréacteur hermétiquement sur tout le pérh&tre de l'épaulement 
du vase, Toujours à la face intgrieuxe du couvercle, trois chicanes 
d'acier (-3,s X S , 0  X 0,16 cm) sont vissées en trois points équidistants, 
et elles sont ajustées de maniere a former un angle d'environ 10" par 
rapport au rayon du couvercle, Le rôle de ces chicanes de surface est de 
briser les zones mortes de mixage qui sont susceptibles de se former dans 
la portion centrale supérieure de la suepension et d'augmenter le 
coefficient volumétrique de transfert global de matière (k,a). Toutes les 
parties en acier et les soudures sont faites d'acier inoxydable poli de 
categorie f316. 
Le couvercle est percé de huit trous taraudes de diamètres différents- 
Outre celui du centre oii se visse l'arbre de transmission, quatre des sept 
troue placée latéralement permettent de maintenir verticalement divers 
éléments l'aide de raccords males de type SWAGELOK"~, Ces éléments sont: 
1) une sonde polarographique pour mesurer la concentration en oxygène 
dieeous (lngoldMc diam.=1,9 cm & long.=15,0 cm) ; 2) une sonde pH 
(~hoenix'"~ diam.=1,2 cm & long.=18,0 cm); 3) une sonde à conductivité 
ionique de fabrication maison (diam.=1,27 cm 6r long.-15 cm); et 4) un 
tuyau d'bchantillonnage en acier inoxydable (diam. =1,27 cm) - Les 
extr8mités des sondes et du tuyau d86chantillonnage sont a justées CL la 
même hauteur que la partie inférieure des chicanes (-5,s cm sous la face 
interne du couvercle) de manière à ce qu'elles baignent en tout temps dans 
la suspension, sans toutefois nuire au mouvement de l'agitateur. Dans 
chacun des ttois autres orifices du couvercle est visé un raccord cannelé 
sur lequel s'insère un tube de eilicone souple dont lee dimensions varient 
selon la fonction. Le plus grand de ces orifices sert successivement pour 
transvider l'inoculum d'une culture puis pour y attacher le tube d'un 
condenseur de vapeur d'eau durant la cuvée. L'un des deux petits raccorda 
canne168 est directement attaché B un filtre sterile (~illipore~~) 
puisqy ' il sert d'évent lors de la stérilisation du bioréacteur ainsi qu 'à 
1' admiesion des gaz pulsés durant une cuvQe et le raccord du troisième 
orifice est relié à un reservoir de deux litres par un tube (-1 ni) en 
silicone souple afin de pemettre le remplissage du bioréacteur avec du 
milieu de culture après la sterilieation. 
Un autre aspect du bioréacteur 2-L est son dispositif d'échantillonnage, 
soit le tuyau d'échantillonnage dont l'extrémité intérieure baigne dans la 
suspension et 1 'extrémité extérieure est reliée à un tube 3 embout conique 
au verre dépoli par l'intermédiaire d'une section de tube en silicone 
souple. A ce dispositif s'ajoute une seringue de 50-mL et une fiole 
d'échantillonnage en verre de 125-mL dont la forme et la texture du goulot 
permettent l'emboîtement parfait de l'embout conique en verre dépoli- 
Cette fiole est aussi pourvue d'une buse laterale a laquelle est fixée un 
filtre etérile (&¶illiporem). L'ensemble des conditions de culture et 
d'opération du bioréacteur eont d6crites à la Section 4.3, 
4.2.3 PR&PARATION TYPIQVE D ' a  fNOCiJLüM POUR LA PRODUCTION D'EMERYOWS 
La préparation d'un inoculum se fait en flacon agité et elle diffère 
principalement d'un repiquage d'entretien bimensuel par les volumes en 
cause- En effet, le repiquage d'une suspeneion cellulaire embryogène se 
résume géneralement transférer environ 10 m .  de cette suspension, à 
l'aide d'une pipette stérile, dane un flacon de 125-mL contenant -40 mL 
(-20% v/v) de milieu fraie, 30 g.L" de sucrose et 0,2 mg-f;' de 2, 4-D. La 
prgparation d'un inoculum est similaire quant à la composition du milieu, 
mais le volume final d'inoculum nécemaire depend du pourcentage 
d'inoculation, du nombre de cuvées et du volume de suspension requis pour 
chaque cuv6e- Ainsi, pour une série expérimentale typique comportant une 
cuv6e en bioxeacteur 2-L (milieu frais -1900 mL) et quatre cuvéea en 
flacons agités de 500-mt (milieu fraie -190 mi,) qu'on prévoit inoculer 
dane une proportion de 5% à 10% (v /v ) ,  il faut preparer un minimum de 140 
m L  (Le. 100 mL+ [4*10 a)) à 280 mL d'inoculuin. Dans le cadre du présent 
memoire, l'expression "eérie de cuvéeen désigne un ensemble de cuvees 
ayant un même inoculum. 
Une autre différence importante entre la prgparation d'un inoculum et un 
repiquage d'entretien routinier est le facteur temps. Bien qu 'une 
suspension de cellulee somatiques de carotte est repiqu6e aprh  une 
quinzaine de jours de culture, elle est apte à semir d'inocu1um après 
environ dix jours, puisque, selon les Btudes de croiseance effectuées, les 
celluleta d'une lignee typique sont alors en fin de phase exponentielle. 
Par ailleurs, il est courant dans le domaine de l'embryogenhse somatique 
de filtrer un inoculum dans le but de synchroniser la culture ou de 
sélectionner des cellules potentiellement plus embryoglnes. Cependant la 
filtration impliquant plusieurs manipulations, il est peu probable qu'elle 
puisse Btre effectuée de façon rigoureusement identique d'une inoculation 
h l'autre. Donc cette pratique n'est pas appliquge ici, car elle risque 
d'induire un biais dans le protocole où les cuvées eont évaluées et 
compar6es en fonction d'une production exprimée en nombres d'embryons 
ayant atteint le stade torpille. De plus, en n'utilisant aucun des moyens 
mentionnés à la Section 2.1.6 pour modifier la synchronie des cultures, on 
est a même d'estimer l'effet de certaines conditions physico-chimiques sur 
leur accroissement et de mieux juger de la valeur globale d'un procédé. 
4.2.4 sT~RILISATION 
De façon gent5rale, un flacon de 500-mL contenant tout le volume de milieu 
frais requis (-190 mL) et fermé d'un bouchon de coton recouvert de papier 
d'aluminium est etirilisé pour 30 minutes avant l'inoculation. De même, un 
bior&acteur 2-L mont6 comme il se doit (avec couvercle, sondes, diepositif 
d8&chantillonnage fermé avec un bouchon de coton, tubes de silicone, 
entonnoir d'inoculation enveloppé de papier d'aluminium, etc.) et 
contenant -1000 mL de milieu fraie, avec son r6servoLr de 2-L contenant le 
reste du même milieu (-1000 ml;) sont st8rilisés pour 50 minutes. Un 
condenseur en verre, dee tubes, des cylindres gradues, ainsi que tout 
autres instruments ou pieces d'équipement n6cessaires A une culture ou à 
l*inoculation et sueceptFblee de venir en contact avec les phases liquide 
ou gazeuses d'une suspension eont enveloppés de papier d'aluminium et 
stkilisés pour 30 minutee. Toute6 les et6rilieatione sont ef fectuges dans 
un autoclave (121°C, 100 kPa), et tous les objets ou solutions ainai 
stérilisée sont par la euite placés dans une hotte courant laminaire 
afin de refroidir juequ'à la température de la pieice. Une foie refroidie, 
la sonde B oxygene dieeoua du bioreacteur eat branchee à une pile 
portative de façon a la maintenir polaride. 
4.2,s PROC~DURE D'INOCULATION 
Avant de proceder à une série d'inoculations, le flacon contenant 
1 ' inoculum et ceux contenant le milieu frais stérilisé ( flacons receveurs ) 
 ont pesés. Da plus, Lee surfaces externes da tous lee objets a gtre 
manipulés sont aspergées d'une solution d'éthanol (70% v/v) et elles sont 
asséchées, afin de reduire leurs charges microbiennes respectives. 
Qu'il s'agisse de l*inoculation d'un flacon ou d'un bioréacteur, celle-ci 
est toujours effectuée dans une hotte B courant laminaire à l'aide d'un 
cylindre gradué, d'un brûleur au gaz et d'un petit chalumeau portatif - 
Brfleur et chalumeau eervent b créer un environnement localement létal 
poux des microorganismes ou des spores, ainsi qu'à chauffer et assécher 
les surfaces etexiles dans le but d'éliminer tout risque de contamination. 
Ces précautione étant prises, l'inoculation d'un flacon de 500-mL consiste 
à mesurer le volume approprie d'inoculum, B le transvider dans le flacon 
receveur et fermer celui-ci de son bouchon de coton, L'inoculation d'un 
bioréacteur 2-L ee fait de la même maniQre, sauf qu'apres avoir transvidé 
le volume d'inoculum par l'entonnoir, celui-ci est retiré du couvercle 
pour etre remplace par un condeneeur pré-stérilisé. Du milieu stérile est 
ensuite transvase par gravité du réservoir au bioréacteur, jusquCà ce que 
le niveau de la suspension dans ce dernier soit environ 1,s cm du 
couvercle. Quand une série d'inoculations est terminée, le flacon 
contenant l'inoculum r6aidue1 et les flacons receveurs sont pesés à 
nouveau afin de déterminer les quantitee exactes d'inoculum utilisé, puis 
un échantillon de 15 à 20 mL d'inoculum est prelev6 dans chaque nouvelle 
suspension afin d'être analysé (temps zero de chaque cuvée), 
4.3 CO#DITIOHS DE CüLZüRE 
4 *3.1 CUtTttRLS EN FXJLCOHS A Q I ~ S  
Suite a eon inoculation, et pour toute la durge d'une cuvee, un flacon 
typique de 500-mL eet maintenu l'obscurité dans l'incubateur-agitateur 
où la température est controlée CI 26% et dont la vitesse d'agitation du 
plateau est réglée B 120 RPM. Les courtes séances d'gchantillonnage 
constituent les seuls moments où un flacon n'est pas maintenu dane ces 
conditions. 
4.3.2 CüLTtlRE EN B I O ~ C T E U R S  
L'agitation d'une suspension embryogène dans le bioreacteur dépend de 
l'agitateur a ruban6 hélicoïdaux qui eot relié au moteur électrique à 
vitesse variable par lfinterm6diaire de l'arbre aseptique de tranernission. 
Puisque l'enroulement de l'agitateur est senestre, la rotation du moteur 
est réglée dans le sens horaire de maniare à induire un effet de pompage 
descendant dans la partie centrale de l'agitateur d'une part, et un effet 
de cisaillement ascendant entre les lames de l'agitateur et la paroi 
cylindrique du bioréacteur d'autre part (Jolicoeur et al. 1992). En 
référence a des travaux pré&dents, la vitesse de l'agitateur (n) est 
fixée B 60 RPM, ce qui correspond à une vitesse de bout d'agitateur ( n  * 
n * diam. agitateur) de 31,4 cm.e" et à un &a de surface de 0,9 h'' 
(Archambault et al. 1994b) . 
Comme pour les flacons agités, la pression et la température dtop&ration 
du bioreacteur sont respectivement de I atmosphere et 26OC. Pour maintenir 
cette temperature, le bioreacteur repoee sur une plaque chauffante 
électrique (THERMOLYNE~~, Type 1000) munie d'un controleur à intégration 
proportionnelle (Modele TC300 de Viconics) l'activant en fonction des 
lecture6 qui lui sont retransmises par le détecteur de température collé 
B mi-hauteur sur la surface externe du vase de pyrex. De plus, la portion 
vitr6e du bioréacteur est entièrement couverte d'une feuille double en 
aluminium afin que la suspension s ' y  developpe a l'obacurit6. 
Un aspect important de l'utilisation de sondes est qu'elles doivent être 
calibrées avant d'etre montées sur le couvercle du bioréacteur et 
stérilisées. Puisque la lecture et l'acquisition des données provenant de 
chaque sonde ee font avec le logiciel ID"' (BI-EXPERT Inc, Québec), c'est 
avec ce logiciel que sont enregistrées les valeurs de calibration. La 
sonde condutivité est calibrée en milli-Siemens (mS) avec de l'eau pure 
désionisée pour le zero, et avec quatre ou cinq concentrations différentes 
de nitrate d'ammonium en solutions aqueuses pour difierentee valeurs 
connues. Similairement, la eonde a pH eet calibree avec deux eolutiono 
tampons commerciales de pH 4 et pH 7. Quant la eonde à oxygène dissous 
(OD), on la calibre dans un certain volume d'eau pure d&sionieée que l'on 
sature avec de l'azote (N,) pour la valeur de 0% OD puis avec de l'air pour 
la valeur de 100% OD. Une fois calibr&es, les sondes sont installées sur 
le bioreacteur et eteriliséee avec celui-ci. 
En cours de culture, les lectures des trois sondes sont enregistrées de 
façon continue par un ordinateur de type PC-AT (80286; 16 MHz) à l'aide du 
logiciel 1lIUC. Cependant, a la différence des lectures de conductivit& et 
de pH, celles de pourcentage d'oxygène dissous ($OD) servent aussi a 
maintenir, par rétroaction, la concentration d 'oxygène a un niveau 
équivalent a 20% de saturation d'air dans l'eau. En fonction de cette 
consigne, un algorithme de calcul incorporé au logiciel utilise les 
lectures de $OD afin de d8cider des temps d'ouvertures de trois valves 
solbnoïdes qui contrdlent indépendemment les écoulements respectifs de 
1 'oxyghe pur, de l'azote pur et de l'air, ces trois gaz ee melangeant 
pour former un seul écoulement de surface dane la tete du bioréacteur. 
L'icoulement de ce mélange gazeux est filtre (laine de verre et filtres 
~ i l l i p o r e ~ ~ )  afin de prQvenir toutes formes de contamination et son débit 
est fixé B -0,2 L.min" (-0,l W) à l'aide de debitrnètres. 
Suite a l'inoculation et à la mise en marche d'un bioréacteur, après avoir 
verifié le fonctionnement des sondes et des instruments périphériques, il 
importe de placer le dispositif d'échantillonnage dans une position telle 
que l'extrémité de son tube à embout conique en verre dépoli baigne, en 
tout tempe, dane un flacon de 125-mL contenant une eolution aqueuse 
stérile composée de neuf volumes d'éthanol 70% (v/v) pour un volume de 
formald6hyde. On empêche les vapeurs de cette solution d'entrer en contact 
avec la phase gazeuse de la culture en fermant hermétiquement, a l'aide 
d'une ou deux pinces amovibles, le tube en silicone souple qui joint le 
tuyau d'échantillonnage et le tube de verre à embout conique. 
4.4 AWUïTIQUE 
4.4 .1  ~~cBANTILLQNNAos rt IIEZ3UREs 
Lem cuv6es d'une même s k i e  mont échantillonnées ensemble, toue les trois 
ou quatre jours, raiaon d'environ 30 mL pour le bioreacteur et de 15 à 
20 mL pour celles en flacons. Bien que les procédures different eelon le 
mode de culture, b l'issue d'une série d'échantillonnages on a, pour 
chaque flacon et chaque bior6acteur, un petit échantillon stérile de 2 à 
3 mL dans une boîte de Pétri et un plus gros échantillon (-15 mL) dans une 
bouteille non-etérile. 
Les échantillons des boltes de Pétri étant stériles, ils servent 
ultérieurement pour les tests de germination. Les échantillons en 
bouteilles servent pour toutes les autres mesures ou analyses, et chacun 
est traité de maniece semblable. La conductivité de l'échantillon est 
mesurée en rnS avec un conductimetre portatif de marque OAK TON"^, alors que 
son pH l'est avec un potentiomètre de table (Fisher Accumet, modèle 
805MP). La concentration d'embryons (ES.&') ayant atteint le 6tade 
torpille (>1 mm) est évalu8e par comptage 2i l'oeil nu deux ou trois 
reprise6 en étendant chaque fois de 1 B 3 mL d'6chantillon (ce volume 
dependant de la denait6 de la suspension) sur un plateau de comptage, et 
la valeur moyenne des dkomptes est retenue comme r6sultat de production. 
Un volume connu de l'bchantillon est centrifuge à 200 G durant cinq 
minutes pour évaluer le volume de biomasse sédimentée (exprimé en 
pourcentage du volume total de la suspension). La concentration de 
biomasse humide (g m h . ~ ' )  est déterminée en pesant le résidu demeuré sur 
un filtre en fibre de verre (Gelman  cie en ces*^, Type A/E) ap&s filtration 
sous  v i d e  d'un volume connu d e  suspension. S u i t e  a l a  déshydra t a t ion  de ce 
r é a i d u  e t  du f i l t re  dans une 1 '6tuve (80°C, 24 h )  , la concen t ra t ion  de 
biomasse seche  (g m s . ~ " )  est ca l cu lee .  D e  p lus ,  le f i l t r a t  r é s u l t a n t  de l a  
f i l t r a t i o n  sous-vide est refiltré ( ~ i l l i p o r e ~ ~ ,  Type HA 0,45 pxn) pour 
l ' a n a l y s e  chrornatographique de onze macronutriments. C e t  é c h a n t i l l o n  f i n a l  
de f i l t r a t  est genétalement congel6 avant les analyses de  macronutriments,  
pu isque  ce l l ea -c f  sont e f f e c t u é e s  lorsque le nombre d '6chan t i l l one  le  
j u s t i f i e -  
4.4.2 ANALYSZ DES )(ACROWtmZRfMEi4TS 
La technique  de chromatographie l i q u i d e  à hau te  performance ( m L C :  High 
Performance Liquid Chromatography) est u t i l i s e e  pour mesurer dans le 
filtrat les concent ra t ions  e x t r a c e l l u l a i r e s  de onze macronutriments,  
s o i e n t :  celles d e s  t rois  g luc ides  glucose,  fmctoae et sucrose;  celles des 
t r o i s  an ions  n i t r a t e  (Nq), ch lo ru re  (Cl ' )  et e u l f a t e  (SO~>);  a i n s i  que 
celle6 des c i n q  ca t ione  ammonium ( )  eodium ( N a + ) ,  potassium (Kf) , 
magnésium (Bi++) et calcium (ca2+). Pour l ' a n a l y s e  des g luc ides  le  système 
HPLC compte une pompe Waters (Modéle 6000A) pemettant d ' o b t e n i r  un d é b i t  
d 'eau comme phase mobile de 1 , O  mlemin'l avec une p res s ion  comprise e n t r e  
5000 et  7000 kPa, un i n j e c t e u r  automatique Gi lson  (Modsle 231/401), un 
d é t e c t e u r  r6f rac tom6tr ique  Gilson (Modèle 132), un chauffe-colonne ManTech 
(Modale 7980), un i n t é g r a t e u r  Hewlett-Packard (Modale 8P3394A) et  une 
colonne Biorad (Modèle HPX87C) tempérée B 80°C permettant l a  séparation 
s e l e c t i v e  des gluc ides .  
C e  système HPLC sert également à l ' a n a l y s e  des  c a t i o n s  et d e s  an ions ,  sauf 
pour le  d é t e c t e u r ,  l a  colonne e t  la phase mobile* Dans les deux cas on 
t rava i l l e  avec un d é t e c t e u r  de conduct iv i té  A l l t e c h  (Modèle 320) maintenu 
à 35°C et calibré e n t r e  O et 1 mS pour des i n j e c t i o n s  de 20pL. Pour les 
anione  on u t i l i s e  une colonne Al l t ech  Universal  Anion gardée à 35°C avec 
comme phase mobile une s o l u t i o n  aqueuse d ' ac ide  hydroxybenzoïque ( 5  mM) 
d o n t  le p H  est ajuste B 7,9 avec du LiOH et le d é b i t  est de 1 , O  ml-min-' 
l o r s q u e  l a  p res s ion  se situe e n t r e  4000 e t  8000 kPa. Pour les c a t i o n s  on 
u t i l i s e  une colonne Al l t ech  Universal  Cation 7U tempérge à 35°C avec comme 
phaae mobile une s o l u t i o n  aqueuse d'acide c i t r i q u e  (7  mM) dont  l e  d é b i t  
est d e  0,8 mL.min*' quand l a  pression est comprise e n t r e  3500 e t  7000 kPa, 
Toutes les analyses  p a r  HPLC a i n s i  e f f e c t u é e s  p e m e t t e n t  une bonne 
d i s c r i m i n a t i o n  des macronutriments. E l l e s  o n t  une limite de s e n s i b i l i t é  
d'environ Or05 mM et l e u r s  r 6 a u l t a t s  sont  r ep roduc t ib le s  (Archambault et 
al. 1994a) 
Pour c e r t a i n e s  cuvees la concentrat ion de l ' a n i o n  nitrate est estimée avec 
une sonde ionique  spéc i f ique  au Nq' branchée à un potent iomètre de t a b l e  
p l u t e t  qu'avec le HPLC, a l o r s  que dane t ous  lea cas la  concent ra t ion  de 
l ' an ion  phosphate (PO,$) est 6valuée par c o l o r i m é t r i e  (Spectrophotomètre 
Sequoia-Turner, modèle 390) suivant l a  méthode de  l ' a c i d e  ascorbique 
d é c r i t e  dans  Standard Methods for t h e  Examination of Water and Wastewater 
(Greenberg et al. 1985). 
Pour un é c h a n t i l l o n  donne, les méthodes decritee precédemment permettent 
d 'ob ten i r  les mesures des  concentrat ions des macronutriments dans le  
f i l t r a t  (Conc,). A f i n  de conver t i r  ces  mesures e n  r é s u l t a t s  de 
concen t ra t ions  des rnacronutriments dans la suspension (Conc,), il f a u t  
e f f e c t u e r  une c o r r e c t i o n  en  considérant  l a  propor t ion  de l i q u i d e  qui est 
demeurh dans  l a  biomasse humide l o r e  de la  f i l t r a t i o n  sous  vide de l a  
suspension. On c a l c u l  donc suivant  l a  re l a t ion :  
~ o n c ,  = ~ o n c ,  * ( (PTÉ - PLBH)/PTÉ) (eqUation 4.1) 
où PTÉ = Poids Total de  l ' gchan t i l lon  
e t  PLBH = Poids  de Liquide dans l a  Biomasse Humide 
4.4.3 TSSTS DE 6KRMIWATION DES EMBRYONS SûMATIQUES 
Dans le b u t  de fournir une c e r t a i n e  appréc ia t ion  de la  qualité des 
embryons somatiques p r o d u i t s  dans une cuv6e B un moment donn6, on procède 
à un test s imple  de germination ia vitro. Loxs de l f6chan t i l lonnage  d'une 
série de cuvées, ce test est e f fec tue  s u r  l ' é c h a n t i l l o n  du b ioréac teur  et 
sur c e l u i  d ' au moins un des f lacons  qui 1 'accompagnent. Pour une cuvée 
donnée, le  t e s t  de germination c o n s i s t e  QL c h o i s i r  a rb i t r a i r emen t  et 2 i  
t r a n s f é r e r ,  sous condi t ions  aseptiques, de  c inq  d i x  embryons de 
l ' é c h a n t i l l o n  stérile (conservé dans une b o î t e  de  PBtr i )  s u r  une gé lose  
n u t r i t i v e  (-20 mL de mil ieu 85 avec -9 g . ~ - '  de poudre d 'agar  non p u r i f i é e  
e t  30 g.~~' de sucrose)  contenue dans un p e t i t  bocal (diamètre -5 cm & 
hauteur -10 cm) de v e r r e  s u r  l eque l  se v i s e e  un couvercle. Bocal, mi l ieu  
et  couvercle aant  pr6alablement s t é r i l i s t5e  et r e f r o i d i s .  Après un 
t r a n s f e r t  d'embryono, L e  bocal est refennO, identifié et placé s u r  une 
Btagsre, a l a  température ambiante et  soue l'éclairage normal de la  pièce.  
Au coure des  sep t  b vingt jours suivants ,  l a  proport ion d'embryons ayant 
gem6 eat enreg i s t r ée  e t  un examen visuel  sommaire dee p lan tu lee  e s t  fait 
a f i n  d'estimer, se lon  les apparences morphologiquee, l a  q u a l i t é  de l e u r s  
rac ines ,  de l e u r s  t i g e l l e 6  et  de  leur6 cotyl6done. 
Le p résen t  c h a p i t r e  se d i v i s e  en une c o u r t e  premiere eec t ion  p o r t a n t  s u r  
les r é s u l t a t s  q u i  ont  permis d'arrêter le choix des  paramètres de c u l t u r e  
(mi l i eu  et l i g n é e  appropriBe, condit ions d ' inoculat ion e t  d 'optkat ione,  
type6 de  meeures ef fec tuéee ,  e t c . )  e t  une eeconde eec t ion  p o r t a n t  s u r  l a  
production d'embryons eomatiques. Cee deux sec t ione ,  5.1 e t  5 - 2 ,  sont  
subdiviséee  respectivement e n  six et t r o i s  sous-eections. D e  façon 
génkale , cons ta t s  et i n t e r p r é t a t i o n s  eont  présent68 avec les r é s u l t a t s  
auxquels  i ls  ee  rapportent ,  gardant les conclueions pour le Chapi t re  6. 
5.1 D-PPEZIBWT D ' m  -ODE DE PRODIJCTIûH Dr-YONS SOMATIQUES 
Malgré la  revue de l i t t é r a t u r e  préa lable ,  au moment d 'ent reprendre  l e  
t r a v a i l  expérimental il reste des  d6ciaions B prendre concernant c e r t a i n s  
paramstres de cul ture .  Celles-ci sont  p r i e e s  en référence  aux expériences 
p rg l imina i res  d iscutées  dans les sUr sous-sections su ivantes .  
5.1.1 ~~SULTATS DES EXPBRIEMCES P & L ~ ~ P A I R E S  
L e  t r a v a i l  expérimental prgl iminai re  cons i s t e  à o b t e n i r  une l ignée  de 
c e l l u l e e  somatiques de c a r o t t e  qui s o i t  s t a b l e  e t  suffisamment embryogène 
pour que le  compte des embryons ayant a t t e i n t  le s t a d e  t o r p i l l e  { r l m r n ]  
a o i t  une donnée s i g n i f i c a t i v e ,  a i n s i  qu'à é t a b l i r  les condi t ions  de 
c u l t u r e  les p l u s  appropriées aux é t a p e s  subséquentes du protocole 
expérimental.  L e s  principaux r é s u l t a t s  dee expériences p ré l imina i res  sont 
résumés au Tableau 5.1 pour les cuvées e n  b ior6acteurs  e t  au Tableau 5 .2  
pour c e l l e s  des  f lacons témoins correepondants. Tel  qu 'expliqué au 
Chap i t r e  4 et en réfgrence 3 des  travaux an té r i eu r s  (Archambault e t  a l .  
1994a),  t o u t e s  les cuvees en  bior&acteura ont  &té e f f e c t u é e s  a 26°C en 
c o n t r e l a n t  l a  concentrat ion de  l'oxygene diaeoue à 20% d e  l a  e a t u r a t i o n  en 
a i r  dans l ' e a u  e t  en maintenant la v i t eeee  de r o t a t i o n  de l ' a g i t a t e u r  à 60 
RPM dans le sens  approprié a f i n  de bénhf ic ier  de l ' e f f e t  d e  pompage 
d é s i r e .  À l a  colonne "PAIRu du Tableau 5.2 est indiquée, pour chaque 
f l acon ,  l a  cuv6e en b ioréacteur  correspondante e t ,  indirectement,  l a  eous- 
c u l t u r e  e t  l a  pgriode de cul ture .  
Tableau 5.1 
Croiseance et production de diverses  lignees embryogènee en bioréacteurs  
MILIEU INOCULATION ACCROISSEMENT EMBRYONS GERMINATION 
&[mlj Li- D&E de BIOMASSE [ ] TEMPS % TEMPS 
'~12 B5-2mM 10, O DC3 
A-1 'BS-2rnM I2,8 OC3 
A-2 55-2mM * -25 DC3 
B B5-2mM 10,4 SPla 
C M S - 2 l m M  1 0 r 3  D a S b  
D BS-SmM 6,9  SPla  
E BS-2mM 8,7 SPlb 
' H l 2  a bté effectuhe avec un bioreacteur de 11 litree. 
Le milieu de l'étape 1 (croissance) contenait 0 , 2  m g L t  de 2,4-D et 
toute la biomasse humide demeuree dane le &acteur apras drainage du 
milieu usé a servi connue inoculum pour la seconde étape (-25% v/v). 
Tableau 5 . 2  
Croisaance et production de diverses lignées embryogènea en flacons agités 














0,6 B 14,3 
0,4 B 18,7 
0,3 a14,7 
0,8 a i5,4 
0,7 B 13,3 
1,2 B 16,l 
0,s a is,7 





















5.1.2 IJQP&SI CROISSANCE EZ PRODUCTION 
Les l ignées  désignées SP (pour v a r i é t é  Six Pack) e t  DCN (pour Daucus 
ca ro ta ,  v a r i é t é  Navajo) s o n t  obtenues a p a r t i r  d e  gra ines  e t  su ivan t  l a  
méthode d é c r i t e  au Chapi t re  4. Quant l a  l i g n é e  désignée DC3, e l L e  
provient  d'une m i s e  en c u l t u r e  e f  f ec tuee  par l e  D r .  Robert Williams de 
BIOPRO Zi p a r t i r  de t i s a u  d'une c a r o t t e  achetee  dane un marché 
d'alimentation. D e  nombreueee a u t r e s  l ignees  de  c e s  va r i é t ee  a i n s i  que de 
la  va r i6 t6  Fancy Pack f u r e n t  obtenuee avec deux milieux (BS e t  MS) à 
l ' a i d e  de  rggulateure de  cro issance  d i f f e r e n t e ,  mais après  s é l e c t i o n  
seulement c e l l e s  rapportées aux Tableaux 5 . 1 e t  5.2 sont  u t i l i s é e s  pour l a  
c u l t u r e  en bioréacteurs.  D e  façon générale, l a  s é l e c t i o n  d'une l i g n é e  
s ' e f fec tue  d'après le nombre d'embryons somatiques advent i fs  p r o l i f é r a n t  
s u r  un c a l  de c e t t e  l i g n é e  a l o r e  que ce lu i -c i  est placé  s u r  un g e l  
n u t r i t i f  sans régula teur  d e  croissance,  ou s e l o n  le  nombre d'embryons 
somatique6 obtenus en suspension dans un mi l i eu  l i q u i d e  exempt de  
régu la teu r  de croissance. D e  t o u t e s  les l ignées  &tudi6esI  l a  SPlb e'avgre 
&tre l a  plue embryogene en b ior6acteurs  comme en flacons. 
À l ' o r i g i n e  dee lign6es-soeurs SPla e t  SPlb, il y a une même gra ine  de  l a  
v a r i é t é  Six Pack désignée p a r  le c h i f f r e  "1" dont l e  c a l  f u t  par tagé  e n  
deux ( a  e t  b)  l o r s  de la  m i s e  en suspension l i q u i d e .  C e s  deux l i g n é e s  e t  
l e u r s  eous-cultures fu ren t  manipulées e t  maintenues de l a  m ê m e  façon. O r ,  
l a  comparaison des  r é s u l t a t s  pour les cuvées B et E e t  de l e u r s  f l acons  
témoins correspondants (T3,T4 & TIOIT1l) indique que l a  l ignée  SPlb donne 
environ vingt  f o i s  plus e t  cinq f o i s  p lus  d'embryons somatiques que l a  
l i g n é e  SPla en bior6acteure et en f lacons  respectivement. C e c i  m e t  en  
Bvidence la dimension empirique et  a l e a t o i r e  du d6veloppement de l i g n é e s  
embryogènes. Bien que cette dimension e o i t  reconnue par  t o u s  les 
s p é c i a l i s t e s  du domaine, l a  l i t t é r a t u r e  n'y appor te  pas d ' exp l i ca t ion  
d é f i n i t i v e .  On en deduit  que des f a c t e u r s  inconnue, donc non con t rô lés ,  
jouent un r81e important dans l ' a c q u i s i t i o n  du p o t e n t i e l  embryogàne e t  que 
le  processus de  sé lec t ion  d o i t  être systématique et  cohérent a f i n  d'en 
minimiser l e e  e f f e t s .  
Par a i l l e u r s ,  un observateur a t t e n t i f  pour ra i t  argumenter que l a  me i l l eu re  
p roduc t iv i t é  de  SPlb dans l a  cuvée E r é s u l t e  peut  être du p lus  f a i b l e  
volume d'inoculum u t i l i s é  dans ce  cas (8,7% v/v) en comparaison de SPla 
dana l a  cuvt5e B (10,4% v/v). C e t  argument ne t i e n t  pas  devant l a  
comparaison des  f lacons témoins correspondants, car T3, T4, Tl0 et T l 1  o n t  
&té inoculée dans des propor t ions  semblables (-10%) au b io réac teur  de  l a  
cuvée B e t  les r é s u l t a t s  de  production pour Tl0 et T l1  s o n t  quand même dix 
f o i s  supérieurs Zi ceux d e  B e t  c inq  f o i e  eupérieurs B ceux de  T3 e t  T4. 
5.1.3 MILIEU DE CIILTURE 
Les milieux ES et MS s o n t  parmi les milieux n u t r i t i f s  synthét iques  les 
plue  c o u r m e n t  u t i l i s é s  en c u l t u r e  de c e l l u l e s  de p lan tes .  Leur 
d i f fé rence  p r inc ipa le  t i e n t  ce que l a  concentrat ion en i o n  ammonium du 
second est plue de dix f o i s  c e l l e  du premier (Tableau 4.1). Compte t e n u  
que l e  thème c e n t r a l  de ce p r o j e t  est de  contr ibuer a l ' é t u d e  des e f f e t s  
de c e  ca t ion  s u r  lJembryogent3se somatique e t  q u ' i l  est p ré fé rab le  de  
t r a v a i l l e r  avec des  mil ieux connue, la  quest ion se pose à s a v o i r  s ' i l  f a u t  
explorer  ces e f f e t s  pour des  concentrat ions i n i t i a l e s  d'ammonium autour  
de, et sup6rieuree à 2 W (ES) ou autour  de, e t  supér i eu res  a 21 mbf (MS). 
Aux Tableaux 5.1 e t  5.2, les r é s u l t a t s  des concentra t ions  maximales 
d'embryone eomatiques indiquent  que l a  l ignée  SPla est l a  moins 
productives. Ce t t e  l ignée  e e t  u t i l i e e e  dans deux séries de  cuvées ne 
d i f f é r a n t  que par  l a  concentrat ion i n i t i a l e  en ammonium de l e u r s  milieux 
de  c u l t u r e  B5: d'une p a r t  l a  e é r i e  B en b ioréacteur  avec les f lacons  
témoins T3 e t  T4 où l e  m i l i e u  B5 r é g u l i e r  cont ient  2 ml4 d'ammonium e t  
d ' au t re  p a r t  l a  série D e n  b ioréacteur  avec les f lacons  témoins T7 et T8 
où le milieu BS eet modifié pour con ten i r  5mM du ca t ion .  L a  adrie  D i n c l u t  
auesi l a  cuv6e T9 q u i  est i s s u e  d'un inoculum commun ( a i n e i  que dans les 
m ê m e s  proport ions -5%) m a i s  contenant du B5 r égu l i e r .  La comparaison des 
r é s u l t a t 6  de ce8 deux series indique que le mil ieu e n r i c h i  en ammonium 
permet d 'obteni r  de c inq a six fo ie  p l u s  d'embryons en  b io réac teur  e t  de 
t r o i s  A quat re  f o i s  p lus  en  flacons. Ceci confirme que c e  ca t ion  est 
important dans l'embryogenèee somatique chez l a  c a r o t t e  (Halperin & 
Wetherell 1965, Kamada & Rarada 1979b 8 1984a&b, Wetherell  & Dougall 
1976). 
Par a i l l e u r s ,  les productions maximales en  b ioréacteurs  de 5 ES.&' pour 
la cuv6e B (85, 2 mK m.+), de 27 ~a.mL" pour l a  euvee D (B5, 5 mM NH,') 
et  de 54 E B . ~ L - ~  pour l a  cuv6e C (MS, 2 1  mM NE&*), por ten t  a c r o i r e  que, 
m ê m e  ei l a  l ignée  de  l a  cuv6e C est d i f f g r e n t e  de c e l l e  des deux a u t r e s ,  
en augmentant l a  concentrat ion d'anmionium a 2 1  mM p lus  d'embryons se ron t  
obtenue. Suivant cee r 6 s u l t a t s ,  F1 f a u d r a i t  poureuivre les t ravaux avec l e  
mil ieu HS comme base. C e t t e  dOduction hâtive menerait  cependant à 
m8eestimer l ' importance de l a  l ignge,  s o i t  que, pour une mëme espèce ,  une 
bonne l i g n é e  embryogsne en mi l ieu  85 peut produire plue d'embryons qu'une 
l ignée  faiblement embryoghe en mil ieu MS. C ' e s t  exactement la  s i t u a t i o n  
que l ' on  cons ta te  e n  comparant les m5sultate des  cuvt5es en  b io rgac teurs  C 
e t  E a l o r s  qu'environ deux f o i e  p l u s  d'embryons sont  produi ts  en m i l i e u  B5 
rhgu l i e r  (cuvée E) qu 'en milieu M S  rep l i er  (cuvée C )  , avec lee lignées 
SPlb e t  DCNSb respectivement. ConeidGrant l ' importance de l ' i o n  ammonium, 
ce r 6 s u l t a t  indique que DCN5b est  probablement une l ignée  peu embryogène. 
D e  plus,  il r e s s o r t  que les e f f e t s  de l'ammonium s u r  l'embryogenèse 
somatique peuvent B t r e  mieux é tudiée  à partFr d'un mil ieu de base 
contenant une faible concentxation de ce c a t i o n  q u i t t e  à l 'augmenter 
progressivement, que de comencer avec une concentra t ion  pa r t i cu l i è rement  
Blevee comme dans US et de n e  pas  savo i r  s'il est préf6rable  de poursuivre  
avec des concentrat ions eupérieures ou i n fé r i eu res .  Selon c e t t e  
comparaison de la p roduc t iv i t é  de quat re  cuvges en b ioréacteurs  (B ,  C, D 
e t  E ) ,  il est donc p ré fé rab le  de t r a v a i l l e r  avec B5 corne mi l ieu  de base 
et  d ' u t i l i s e r  l a  l ignée  productive SPlb. 
5.1 .4  CULTURE EN FIACOUS tr E P ~ ~ T D R ~  n~ BIORSZLCTEURS 
À la soue-section prGcGdente, ci i fferentes comparaieons e n t r e  les cuvées en 
b io réac teurs  B, C ,  D et E permettent de faire certaines déductions parce  
que Leurs r é s u l t a t s  de production r e s p e c t i f  8 son t  signif i c a t i v m e n t  
distincte. O r  il n ' e s t  pas poss ib le  d'arriver aux m ê m e s  c o n s t a t s  si l ' on  
se base uniquement s u r  les r é s u l t a t e  des cuvéee correspondantes en f l acons  
témoins. Par  exea@e, les r h s u l t a t s  de production maximale d'embryons 
somatiques des cuvBes témoine de l a  série C (30 ~ 8 . n L - l  pour T5 e t  48  Es. 
a-' pour T6)  ne peuvent atre coneidérés comme s igni f ica t ivement  différents 
de ceux pour l e s  cuv6ee témoins de l a  serie D (30 Ea.rnC-' pour T7 et 29 
ES.U&-~ pour T8), ou encore de c e u  des témoins de l a  serie E (54 ~s.mC" 
pour Tl0 et 48 ~e .mL" pour T11) . Globalement donc, le bioreacteur semble 
s'averer un o u t i l  de cul tu re  e t  de production d'embryone somatiques 
pouvant permettre une carac té r i sa t ion  plus  s u b t i l e  des l ignées  et des 
condit ions de cu l tu re  qu'en f lacons agites.  
Comparant l ea  quatre  cuvées en bioréacteuxe 8, CI  D et  E à, leurs  
homologuee en flacone témoins, on constate que des l ignées peu embryogènes 
comme DCNSb et SPla donnent des quant i tés  au moins semblables d'embryons 
en biorbacteurs et en flacons, a l o r s  que l a  l ignée  la  plus  productive SPlb 
donne deux fo ie  plus d'embryons en bioréacteurs qu'en flacons. Donc, l e s  
condit ions physico-chimique8 de cul ture  que le bioréacteur permet de 
con t r e l e r  directement (ag i ta t ion  et concentration en oxyghe dissous)  ou 
indirectement (cisail lement et échanges gazeux) apparaissent importantes 
même dans les p i res  cas. Sans déprécier ou exclure  l a  cu l tu re  en flacons 
ag i t e s ,  ces résultats confirment que les connaissances en embryogenèse 
somatique ne pourront pas a t t e ind re  l a  pert inence e t  l a  maturi te requises 
pour que les applications escompt6ee puiseent voir  le jour sans l e s  
apporta de l a  cu l tu re  contreMe en bioreacteurs (Ammirato & Styer 1985, 
Archambault et a l .  1994a, Ducos et al .  1987, Grand d'Esnon et a l .  1989, 
Hamalainen et a l .  1993, H a r r e l l  e t  a l .  1992, Jay e t  a l .  1992 & 1994, 
K e s s e l 1  6r Carr 1972, Keeeell et a l .  1977, Levin et a l .  1988, McDonald & 
Jackman 1989, Nouaille 6; PBtiard 1988, Park et a l .  1989, Smith e t  al. 
1990, S tua r t  et al .  1987, Styer 1985, Uozumi et al .  1993) . 
Lee deux colonnes les plue a d r o i t e  des Tableaux 5.1 e t  5.2 concernent l a  
germination in vitro des embryons eomatiques s u r  des géloses n u t r i t i v e s  e t  
dans des conditions st6rFles.  Pour chaque cuvee, le pourcentage indiqué 
est c e l u i  du meilleur taux de germination et le temps est ce lu i  du moment 
où les embryons concernés par ce taux sont échanti l lonnés et transferés 
s u r  l a  gélose. C e s  r e su l t a t s  son t  rapportés a f i n  d ' i l l u s t r e r  que toutes  
les cuvées, en  bioréacteurs comme en flacons,  permettent l a  production 
d'embryons capables de germer dans des condition6 s t é r i l e e .  Il s e r a i t  
cependant erroné de pa r l e r  de conversion ( F u j i i  et a l .  1989, Redenbaugh 
1987 & 1993, Stuart & Strickland 1984a & b) et très spéculatif de pousser 
plus loin l'interprétation de ces r6sultats car il est apparu en cours 
d'exp6rimentation que, bien qu'initialement semblables en apparence, les 
plantules ne sont pas toutes de la même qualité. Ainsi, des plantules aux 
tissus vitrifiés, donc trop fragile pour devenir des plantes en bonne 
sant6, sont comptées au même titre que des plantules normales. 
Conséquemment, seuls les r6eultats quantitatifs sont considérés ici. 
5.1.5  PRO^^ DL PRODUCTZOH 
compte tenu que chacune des cellules embryogenes d'une culture donnée a 
th6ariquament le potentiel pour devenir un embryon somatique, il semble 
logique de eupposer qu'un plus grand nombre de ces cellules cultivt5es dans 
un milieu d4pourvu de rhgulateurs de croiesance devrait rhulter en une 
production accrue d'embryons. Dan8 cette perspective, un procédg en deux 
étapes est concevable: une première étape de prolifération des cellules 
embryogenes dans un milieu contenant un ou plusieurs régulateurs de 
croissance appropriés, euivie d'une seconde étape de production dans un 
milieu sans régulateur. Les cuvees A-1 et A-2 du Tableau 5.1 constituent 
respectivement de telles étapes successives de prolifération et de 
production pour la lignée DC3 effectu6es dans un bioréacteur 3 rubans 
hélicoïdaux de deux litres. La cuvh Hl2 implique auesi la lign&e DC3 mais 
cette fois dans un bioreacteur de onze litres muni d'un agitateur 
semblable et eane Btape prealable de prolif8ration. B i e n  qu'une 
comparaison des cuv6es A et H l 2  ne puisse Btre absolument décisive sur la 
pertinence d'un procede en deux Btapes, elle peut tout de même être 
indicative d'une tendance. Ainsi, parce que la cuvée H l 2  est nettement 
plus productive que la cuvge A-2, respectivement 171 et 40 ~ s . m L " ,  un 
procédé en une seule étape est choisi pour l'ensemble des cuvées 
expérimentales du préeent travail. Donc chacune des cuvées des travaux 
rapportés subséquemment résulte de l'inoculation directe d'un volume de 
milieu frais sans rggulateur de croiseance avec un certain volume (entre 
S et 11 % V/V) de suspension cultivée dans un milieu similaire contenant 
0 , 2  mg.L-' de 2,4-D. Ce choix de proportions d'inoculum relativement 
Blevées tient compte de la controverse sur la concentration d'inoculum 
dg ja  presentée B l a  sous-section 2.2.2 de la revue de l i t t é r a t u r e .  
5.1.6 P A ~ ~ & T R E s  RETBNUS 
Les r d s u l t a t s  présentés dans cette s e c t i o n  permettent de déterminer les 
paramstres de cul ture  re tenus  pour l a  production d'embryons somatiques de 
carotte. Ainsi, le mil ieu B 5  semble convenir a l ' é t u d e  expérimentale d e  
d i f f e r e n t s  aspects  nu t r i t ionne le  de l'embryogen&se somatique e t  plus 
particuliiirement ceux r e l a t i f s  B l ' i o n  ammonium. Puisque l a  l ignQe  SPlb 
est bien  adaptée à ce mil ieu,  e l le  y est maintenue et eoue-cultivée pour 
l e a  cuvées subséquentes- Lee r é s u l t a t s  pré l iminai res  en  b io réac teure  &tan t  
coherents  et f iables ,  t o u t e s  les cuvées en bior6acteurs 2-L s o n t  donc 
e f fec tuées  dans l'obscurité, à une température de  26"C, avec une 
concentra t ion  de 20% d'oxygane d i s sous  e t  avec une a g i t a t i o n  d e  60 RPM. 
P a r  a i l l e u r e ,  même si l a  q u a n t i t e  et la qual i tB des embryons somatiques 
obtenue e n  bior4acteurs semblent généralement supérieures a c e l l e s  des 
embryons obtenus en f lacons  a g i t é s ,  il reste que l a  c u l t u r e  e n  f lacons 
c o n s t i t u e  l a  meilleure source de  comparaison e t  de confirmation des 
r 6 e u l t a t e  génêr6s par  la  c u l t u r e  e n  bioréacteurs.  I l  est a u s s i  é t a b l i  que 
les cuvées ne doivent compter qu'une seu le  étape de  production e t  que 
l 'inoculum de chaqüe cuvée en b io réac teur  d o i t  également s e r v i r  à 
l'ensemencement de quat re  f l acons  de 500-mL: deux f lacons  cont rô les  
contenant du milieu B5 r é g u l i e r  (2  mM qui  cons t i tuent  un po in t  de 
r é fe rence  quant à l a  s t a b i l i t é  de  l a  l ignée  embryogène e t  deux flacons 
t6moins contenant le même mil ieu  que le bior6acteur correspondant qui 
permettent  une camparaieon d i r e c t e  des  deux modes de cu l tu re .  Dans ce 
contexte,  il est u t i l e  de r appe le r  que le terme "série de cuvées" f a i t  
r é fé rence  à l'ensemble cons t i tu4  d'une cuv6e en biorgacteur a i n s i  que des 
cuvgee en  flacons témoins e t  en f lacone contrdlee ayant un m&me inoculum. 
Une tel le  série est deaignée par  l a  même lettre majuscule que la  cuvée 
correspondante en biordacteur.  
5 . 2 PRODUCTION D * M Y O # S  SûMAZf QtKS 
Cette seconde sec t ion  p résen te  de l* informat ion  pouvant être obtenue de  
cuvées d i f f é r e n t e s  où d e s  embryons somatiques de c a r o t t e  sont p r o d u i t s  
dane d e s  condi t ions  s i m i l a i r e s  d e  c u l t u r e ,  sauf  pour l a  concen t ra t ion  
i n i t i a l e  du mi l ieu  e n  ion ammonium q u i  est var iée .  Pour b ien  rendre compte 
d e  cette information, elle est subdivisée  en t r o i s  sous-sect ions:  l a  
premiere donnant un aperçu généra l  des  r é s u l t a t s ,  l a  seconde où l e s  
r é s u l t a t s  détaillés d'une c u l t u r e  typique  sont  pr6sent6s et  l a  t r o i s i è m e  
oii c e r t a i n s  aepects  importants  de l a  c ind t ique  n u t r i t i o n n e l l e  de 
l*embryogen&ee somatique aon t  comparés. 
5.2.1 PR~sBNTATIoN o~J&U&E DES R~SULTATS 
L e  p ro toco le  expérimental  s u i v i  comporte 1 ' u t i l i s a t i o n  du mi l i eu  s t andard  
B5 pour six concent ra t ions  i n i t i a l e s  d i f f é r e n t e s  e n  ion  ammonium: 0,  2 ,  5 ,  
10, 15 et  20 niM. Ceci correspond six cuvées e n  b io réac teu ra  2-L et à 
vingt-et-une cuvées en f l a c o n s  de 500-mL. L e  Tableau 5.3 presente les six 
cuv6es en  b io r6ac teu r s  2-L et  le Tableau 5.4 p o r t e  para l le lement  s u r  les 
cuvées correspondantes en f lacons  ( f l acons  témoins et f l a c o n s  c o n t r ô l e s  
confondus),  Au Tableau 5.4 on note  a u e s i  que t o u t e s  les cuvees dont  l a  
concen t ra t ion  i n i t i a l e  en  ammonium est de 2 mM s o n t  des f l acons  c o n t r ô l e s ,  
sauf  Tl0  e t  Tl1 qui aont  à l a  f o i s  des témoins et des con t rô le s .  
5.2D1.1 l[aoculition des cuv6es et s t a b i l i t d  de l a  lign6e SPlb 
Salon les r é s u l t a t s  présent& aux Tableaux 5.3 e t  5.4, une  v a r i a t i o n  
a r b i t r a i r e  du volume de  l 'inoculum ( e n t r e  5% e t  10% du volume de  milieu 
frais i nocu lé )  n 'a pas d' influence s u r  l*accroiasement  de biomasse seche, 
s u r  l a  production d*embryons somatiques et s u r  l e u r  germination. En conse- 
quence on ne peut  vraisemblablement pas relier les d i f f e r e n c e s  observées  
une v a r i a t i o n  des volumes de 18inoculum, ce q u i  tend à confirmer que sa 
concen t ra t ion  e s t  effect ivement  un faux problème (sous-sect ion 2 .2 .2 ) .  
L e s  donnees d * i nocu la t ion  des  Tableaux 5 . 3 et  5.4 indiquent  que cinq sous- 
c u l t u r e s  (nuniéroteea 7 ,  9, 10, 12 et 13) de l a  même l i gnée  SPlb o n t  servi 
a ensemencer les vingt-sept  cuvées ( 6  en  b iorbacteure  e t  2 1  e n  f l a c o n s ) .  
D'après les numéros des soua-cultures et compte tenu que la  lignée SPlb 
Tableau 5.3 
Croisaance et production de cultures embryogènes en bioréacteurs 
INOCULATION ACCROISSEMENT EMBRYONS GERMINATION 
[NHA '#es DORÉE de BIOMASSE [ 1- TEMPS %MAX TEMPS 
NOM mM %v/v cltr. th1 te m s . L " ~  ~ . m . '  th)  (ch1  
G O 7 J  9 864 O I 4 O B 1 4 , 3 8  39 768 7 5  360 
- 
1 # de eoue-culture de la lign6e S P l b  
Tableau 5.4 
Croissance et production de cultures embryogènes en flacons a g i t é s  
INOCULATI ON ACCROISSEMENT EMBRYONS GERMINATION 
&E [ N H I ~ I  DUME de BIOHASSE TEMPS 





est repiqu0e t o u s  l e e  quatorze à dix-sept joute,  celle-ci est  agee 
d 'envi ron  t r o i s  mois (mous-culture f 7 )  l o r s  de l a  premibre sk ie  de cuvées 
( E )  et d'environ s i x  mois (mous-culture f13) lors des deux d e r n i è r e s  
aéries de cuvées (K et L) . Dans ce contexte  il est important d e  cons idé re r  
l a  dimeneion de e t a b i l i t é  dans le  tempe de la  l ignee  SPlb. 
L e s  e h  paires de cuv4es e n  f lacons con t r8 lee  (TTO&TIl, T18LT19, T22CT23, 
T26&T27, T306cT31, T3SGT36) sont c h o i s i e s  pour d i s c u t e r  de c e t t e  dimension 
puiequ 'e l lee  ont des condi t ions  de c u l t u r e  ident iques  et  que chacune 
d'elles compte un volume B peu p r h  semblable du même mil ieu  de c u l t u r e  BS 
r e g u l i e r  (2 mM d'ammonium) inocule  par une soue-culture de  l a  meme lignée- 
Lotsqu'on regroupe le8 r6eultats de production (concent ra t ion  maximale 
d'embryons) de ces douze cuvees par num6ro de sous-cul ture et qu'on 
c a l c u l e  des moyennes, on o b t i e n t  cinq va leu r s  car  l a  moyenne pour l a  sous- 
c u l t u r e  113 est celle des quatre cuvees T30, T31, T3S et T36. tes v a l e u r s  
moyennes ainsi obtenues eont  pr6sent6ee a l a  Figure 5.1 avec l e u r s  marges 
d ' e r r e u r  respectives, la moyenne g loba le  de 37 ~s .mt"  et l a  plage corree-  
pondant a un bcart  type de i l 2  ~8.rnL". Tenant compte d'une marge d ' e r r e u r  
de *IO% (voir paragraphe 5.2.1.5) t o u t e s  les valeur6 moyennea se s i t u e n t  
UGNEE %Plbu: NUMERO de SOUSCULTURE 
production maximale moyenne d'embryons somatiques en fonc t ion  du numero de 
l a  sous-cul ture pour lem douze cuvees en f lacons  c o n t r ô l e s  dont les 
résultats sont regroupés en cinq valeurs rnoyennea 
Valeur moyenne d'un groupe de flacons : + 
Ince r t i tude  de  *IO% sur l a  moyenne d'un groupe : - 
Moyenne dee douze cuvees (37 ES.S') a . - Valeur d'un k a r t  type (12 ~s.mL") . ..... 
à l'interieur d'un écart type, ei bien que la production d'embryons de la 
lignée SPlb semble stable et constante durant la période de trois mois 
(sous-cultures #7 a #13) qui couvre les travaux effectues en bior0acteurs. 
Ce résultat est particuli&rement important car il montre que sur une 
période relativement courte l'âge des sous-cultures n'est pas une variable 
significative. Tate et Payne (1991) surestimeraient donc la variabilité 
pouvant en découler lorequ ' ils prétendent qu ' il n'est pas approprié de 
mettre ensemble les données de cuvées inoculées avec des sous-cultures 
d'agas différents de la même lignée pour chercher a dégager des tendances. 
5.2.1.2 T u p s  de culture 
Si on compare la durée des cuvées en bioréacteure (Tableau 5.3) et en 
flacons (Tableau 5.4) , on remarque qu'il y a plus de variation dans le 
premier groupe que dans le second. La principale cause de cette différence 
réside dans les particularités relatives à l'échantillonnage dans l'un et 
l'autre mode de culture. Avec un flacon contenant au départ 220 mL de 
suspension, il est facile d'échantillonner B chaque fois des volumes 
similaires de 15 à 20 mL en utilisant une pipette de 10 mL. Ceci permet de 
prendre une dizaine d'échantillons b intervalles regtaliera sur une période 
de 672 B 720 heuree. D'autre part, l'échantillonnage avec le bioréacteur 
de 2-L se fait en aspirant dans le volume (-300 mL au d6but d'une cuvée) 
situé au-dessus de l'agitateur. Ce volume Qtant plus grand, une cuvée peut 
donc durer plus longtemps en bioréacteur qu'en flacon. Cependant il est 
concr&ement plus difficile d'en retirer des Bchantillons de volume 
constant, de sorte que la dur6e d'une cuvtSe en bioreacteur depend de la 
variation des volumes échantillonnés. NBanmoins, toutes les cuvées en 
bioreacteurs furent assez longues pour atteindre des concentrations 
maximales drembryone et épuiser les glucides ainsi que certains autres 
nutriments (sous-section 5.2 .3 ) .  
5.2.1.3 Accroissement de 18 biomasse 
La colonne centrale des Tableaux 5.3 et 5.4 contient, pour chaque cuvée, 
les données brutes relatives a l'accroissement de la biomasse sèche. Dans 
tous les cas, la premiere valeur est celle mesurée juste après 
l'inoculation de la cuvée alors que la seconde valeur est la plus élevée 
a avoir été mesurée au cours de celle-ci. Parce que l'accrois8ement de la 
biomasse semble être cons tan t  d'une cuvde b l ' a u t r e  et d'un mode de 
c u l t u r e  l ' a u t r e ,  les moyennes de q u a t r e  paramètres s o n t  évalués  a f i n  d e  
mieux l a  caractériser (Tableau 5.5). Six d 0 ~ 6 e S  cont r ibuent  aux moyennes 
en b io réac teu r s  pour chacun des qua t re  paramètres, a l o r s  que vingt-et-une 
con t r ibuen t  aux moyenne6 e n  f l acons  pour les t r o i s  premiers  param&tres. L a  
moyenne en  f l acons  pour le quatrième paramètre (volume f i n a l  de biomasse 
sédimentée) est obtenue a p a r t i r  de cinq donnees c a r  aucune n ' e s t  
d i spon ib le  pour les cuv6es e n  mi l ieu  B5 r é g u l i e r  ( 2  xnM d'ammonium). 
P a r  rapport B l a  concent ra t ion  maximale de biomasse sechef on constate au 
Tableau 5.5 que la  d i f  f erence  de 2 , 7 5  g m e  .L" mesurée e n t r e  l a  moyenne 
pour les cuvées en  flacons et celle pour  les cuvées e n  b io reac teu r s  n ' e s t  
pas s i g n i f i c a t i v e  compte tenu des écarta types (&T). Le c o n s t a t  est le 
même en c e  qui concerne le taux de cro issance  moyen (p,,,,) qui, pour 
chaque cuvée, a et6 c a l c u l é  p a r  r ég ress ion  l i n é a i r e  d e  ln (x /x , )  e n  fonc t ion  
du tempe ( t )  duran t  la phaee de croieeance  exponent ie l le .  Ces r é s u l t a t s  
pour deux paramètres indiquent  que les cuv6ee e n  b i o r é a c t e u r s  et en 
f l a c o n s  ef fec tu6e8 avec d e s  concent ra t ions  i n i t i a l e s  iden t iques  de 
nutr iments ,  à 1 ' exception de 1' ion  ammonium, produisent  des concen t ra t ions  
maximales de biomasse globalement semblables. 
Lee deux a u t r e s  parametres du Tableau 5.5 son t  le  rapport du poids humide 
(g HUMIDE) de l a  biomasse à son poids sec (g ) et le  volume de biomasse 
Tableau 5.5 
Comparaison dee deux modes de c u l t u r e  pour quat re  param&tres q u i  s o n t  
reliée B l a  cro issance  de l a  biomasse 
PARAMSTRES BIOREACTEURS FLACONS 
MOYENNE 'fi-T MOYENNE 'fi-T 
Taux de croi~sance, p,,, (a') 0,17 0 ,02  0,18 0 ,02  
Volume f i n a l  de Biomasse 
Sédimentée ( %  du volume t o t a l )  56 5 66 5 
1 Ecart-Type 
prgeente en fin de cuvée. Si ces param&tres sont constants pour un mode de 
culture donné, ila diffèrent cependant d'un mode à l'autre. D'une part, la 
moyenne de toutes les valeurs de ratio g-/g,, pour les six cuvéee en 
bior6acteure (21,l) eet une demie fois moindre que pour les vingt-et-une 
cuvées en flacons (31,4). De façon ggnerale on peut en déduire que les 
constituante majeure de la biomaeee en suspension contiendraient moins 
d'eau dans les cuvees en bioréacteurs que dans celles en flacons et qu'ils 
seraient donc en moyenne plue dense. D'autre part, la biomasse s€dimentée 
occupe en moyenne dix pour cent (10%) moine d'espace du volume final d'une 
cuvge en bioréacteur que de celui d'une cuvée en flacon. Cela indique 
qu'en fin de cuvée la biomasse serait globalement moins volumineuse en 
bior6acteurs qu'en flacons. Suite a ces constatations, la question se pose 
a savoir en quoi les constituante de la biomasse en bioreacteurs sont-ils 
diff6rents de ceux de la biomasse en flacons, alors qu'il s'agit toujours 
de la même lignde cellulaire croieeant dans un même milieu de base B5? 
Pour répondre B cette interrogation il faut se rappeler (voir sous-section 
2.2.5)  que la biomasse d'une culture embryoghe induite à l'aide de 2,4-D 
se compose essentiellement de cellules en suspeneion, chacune d'elles 
poureuivant l'une des deux formes possibles de développement cellulaire: 
diffhrenciée ou indifférenciGe (LoSchiavo et al. 1991). Dans ce contexte, 
toute cellule dif ferenci6e fait forcement partie d'un embryon somatique 
ayant atteint un certain stade de developpement (amas cellulaire, 
globulaire, cordiforme ou torpille) puisque tout embryon constitue un 
eneemble etructuré de tissus epécialis6s se formant partir de cellules 
diff6renci6ee qui se développent et se multiplient les unes en fonction 
des autres. Un embryon au stade torpille compterait ainsi de deux Zi trois 
milles cellules organisées en tissue physiologiquement fonctionnels 
(Warren & Fowler 1978). Quant aux cellules indiff6renciées d'une culture 
embryogène, elles croiesent et me multiplient individuellement sans subir 
les contrainteo qui leurs seraient imposees ei elles ee développaient à 
l'intérieur d'un tissu. Or en l'absence d'une limite tissulaire à leur 
expansion, les cellules indiffdrenci8ee sont dépendantes des conditions 
osmotiques du milieu de culture, se gonflant d'eau lorsque leur 
concentration intracellulaire est plue élevée que la Concentration 
extracellulaire et vice versa. C'est ce qui expliquerait que des cellules 
indifférenciées prennent habituellement de l'expansion en fin de cuvée, au 
moment où la majorité des nutriments du milieu extracellulaire ont été 
absorbés et métabolisés (Pépin et al. 1995). Par ailleure les cellules 
indifférenciées d'une cuvée donnée ne sont pas généralement homogènes 
(Nomura & Komamine 1985). En eomme, les constituants de la biomaase d'une 
culture végétale embryogène sont toujours des cellules indifférenciées et 
des embryons (cellules diffbrenciéee), de sorte que la question posée 
précédemment n'en est plus une de distinction entre ce8 constituants, mais 
plut& une de difference dans les proportions respective8 de chacun. 
Dans cette optique, et compte tenu que des cuvBes correspondantes en 
bioréacteur et en flacons dgbutant avec de8 concentrations identiques de 
nutriments et d ' inoculum produisent des concentrations maximales de 
biomasse globalement semblables (confirmé par les deux premiers paramètres 
du Tableau 5.5) mais de8 concentrations différentes d'embryons, il y a 
vraisemblablement une relation inverse entre la concentration d'embryons 
et celle des cellules indifférenciees. Ainsi, plus une cuvée serait 
embryogène, plus sa biomaase se composerait d'une forte proportion de 
cellules différenciées organisées de façon compacte à l'intérieur de 
tissus d'embryons et d'une faible proportion de cellules indifférenciées 
se développant librement dana la suspension ce qui, en moyenne, devrait se 
traduire par un ratio gm/gSEC et un volume final de biomasse sédinientée 
faibles. Puisqu'il y a toujours une plus forte concentration d'embryons 
produits dane une cuv6e donnée en bioréacteur que dane les cuvées 
correspondante6 en flacons (Tableaux 5.3 et 5 . 4 ) ,  on comprend que les 
cuvées en bioréacteurs se caractérisent en moyenne par un plue faible 
ratio gHULUDE/gSEC a i n ~ i  qu'un moindre volume final de biomasse sédimenfée 
(Tableau 5.5) que les cudes en flacons. Les résultats tendent donc à 
démontrer que ces deux parametres considérés sous la forme de moyennes 
globales eont poseiblement de bons indicateurs du type de biomasse qui est 
produite dans une cuv6e. Lorsque ceux-ci sont a la baisse, la biomasse 
d'une cuvee se composerait d'une plus grande proportion d'embryons que de 
cellules indifférenciées et l'inverse se vérifierait lorsqu'ils sont à la 
hausse. 
5.2.1.4 wrilination 
Les deux colonnes les p l u s  a d r o i t e  des Tableaux 5.3 et  5.4 concernent l a  
germination in v i t r o  d'embryons somatiques et  ayant  été c h o i s i s  au hasard 
pu i s  p lacés  s u r  dee géloses  n u t r i t i v e s ,  Pour chaque cuvée, le pourcentage 
indiqué est c e l u i  du mei l l eu r  taux de germination et  l e  temps correspond 
au moment où les embryons concernée par  c e  taux s o n t  échant i l lonnés  e t  
placés  s u r  l a  gé lose  ( 5  10 embryons pa r  gé lose ) .  C e s  r é s u l t a t s  s o n t  
rappor tes  B titre i n d i c a t i f  a f i n  d ' i l l u s t r e r  que t o u t e s  les cuvées, en  
bior6acteurs comme en f l acons ,  permettent l a  production d'embryons 
capables de germer dans des condit ions aseptiques. Quant à l a  va leur  de 
ces rt%ultats, elle est la m&ne que pour les r é s u l t a t s  d i scu t4s  à l a  sous- 
s e c t i o n  5.1.4. 
5.2.1.5 Production iaxirale d'aabryons soiatiques 
Les Tableaux 5.3 e t  5.4 contiennent  a u s s i  l'ensemble des r é s u l t a t s  b r u t s  
de production d'embryons somatiquee. Pour chaque cuvée, l a  concentra t ion  
maximale d'embryons (ES-rn~-' )  t o r p i l l e s  (El mm) est indiquée avec le temps 
où c e t t e  mesure a 15th e f fec tuee .  Avant de d i s c u t e r  de ces r é s u l t a t s ,  il 
est u t i l e  d'bvaluer la marge d 'erreur q u i  l eu r  est associée. Lee quat re  
cuvées des  f lacons con t rô les  T30, T31, T35 e t  T36 (Tableau 5.4) ee p r ê t e n t  
t r à s  b ien  a c e t t e  éva lua t ion  c a r  e l l e s  son t  en t o u s  po in t s  semblables: 
mâme mil ieu B5, m ê m e s  source  et proportion d'inoculum, maintien dans le 
m ê m e  incubateur-agitateur durant  l a  m ê m e  période de  tempe e t  e n f i n  seances 
eimultan6es d 'échanti l lonnage.  Pour ces  quat res  cuvees cont rô le8  l a  
concentratfan maximale d'embryons produits  va r i e  e n t r e  2 1  e t  34 E s  . C l ,  l a  
moyenne est de 25 ~s,mL-' et l a  marge d 'e r reur  s u r  c e t t e  mesure est 
d'environ i10%. C e t t e  marge correspond a l ' e r r e u r  experimentale maintes 
f o i e  estimée en l a b o r a t o i r e  l o r s  des d6comptes d'embryons. 
La Figure 5.2 présente  l a  production maximale d'embryons des deux modes d e  
c u l t u r e  en fonction de l a  concentrat ion i n i t i a l e  en  ion ammonium- Les 
r é s u l t a t a  de production en bioréacteurs  sont  ceux du Tableau 5.3 a l o r s  que 
les donnée6 pour l a  production en f lacons sont  obtenues du Tableau 5.4 d e  
l a  façon suivante: 1) v a l e u r  d e  l a  seu le  cuvée T25 pour l a  concentra t ion  
i n i t i a l e  en ammonium de 15 mM; 2 )  valeurs moyennes des  p a i r e s  de f lacons  
témoins correspondants pour les concentrat ions i n i t i a l e s  en ion ammonium 
de  0, 5, 10 et 20 mM; 3) valeur moyenne des douze f lacons  (10 f lacons  
con t r a l e s  et  f lacons témoins Tl0 et Tl1) pour l a  concentrat ion i n i t i a l e  en 
ammonium de 2 mM. Même en considérant l a  marge d* ince r t i t ude  de I l O s ,  les 
r é s u l t a t s  de  l a  Figure 5.2 montrent que le mode bioréacteur  e s t  globale- 
ment p l u s  productif que le mode flacon pour les concentrat ions i n i t i a l e s  
é tudiées .  En f a i t ,  d'aprgs les valeurs maximales présentées  aux tableaux 
5.2  e t  5.3, le bioréacteur permet d 'obtenir  de 10% à 160% plus d'embryons 
qu'en f lacons  témoins selon l a  condit ion i n i t i a l e .  11 semble a u s s i  qu'une 
concentrat ion i n i t i a l e  en ammonium de 15 mM correspond à une production 
maximale dans les deux modes de culture.  À c e t t e  concentrat ion la  supério- 
rit6 du bioréacteur sur  l e  f lacon est cependant moins n e t t e ,  quoique dans 
ce cas la valeur  d'une seule cuvée en f l acon  témoin s o i t  d isponible  pour 
la  comparaison. Cette concentration d'ammonium se compare h lfoptirnum de 
10 mM mesuré pour des lignées embryogènes de carotte cu l t i vée s  en f lacons  
où l a  proportion de nitrate se s i t u e  e n t r e  1 2  et 40 mM (Wethere11 6; 
Dougall 1976), a i n s i  qu'à des optima compris e n t r e  10 e t  2 5  rnM pour 
d i f f é r e n t e s  l ignees  ernbryogenes de luzerne (Meijer & Brown 1987, S t u a r t  et  
al .  1985a, S tua r t  & Strickland 1984a&.b, Walker & Sato 1981). 
CATION AMMONIUM. []initiale en mM 
Figure 5.2 
production maximale d'embryons eomatiquee en fonction de l a  concentrat ion 
i n i t i a l e  en ion ammonium et d ro i t e s  de  regression sur les cinq premiers 
couples de valeurs  pour chacun des deux modes de c u l t u r e  
Bioréacteurs 2-L et  dro i t e  de  r6gression : et  
Flacons 500-mL et  d ro i t e  de régression : * et .,... 
À la Figure 5.2 on a, pour chacun des deux modes de culture, une droite 
obtenue par r6greosion linéaire des cinq premières valeurs. Les équations 
des deux droites sont: 
En bior6acteura: 
[Es]-= (l3,8*[NH4]-) + S8,S avec ra=0,93 (équation 5.1) 
La pente et sa marge d'erreur pour chacune des droites de régression sont 
respectivement de 13,8 î 2,2 Es .mL". (mM NEI,+-)-' pour les cuvées en 
bioréacteurs et de 14,5 î 2,O Es.='. (mH MI4+-)-' pour les valeurs 
moyennes de prodution maximale meeurees en flacons agites. Donc, 
globalement, la relation entre la production maximale d'embryons d'une 
cuv6e et la concentration initiale en ion ammonium serait similaire en 
bioréacteure et en f lacons avec un coefficient d'environ 14 Es .m.-'. (mM 
NH,'-)' alors que la difierence entre les ordonn6es A l'origine des deux 
droites signifierait que, pour une concentration initiale en ammonium 
comprise entre O et 15 mM, environ 55  ES-^' (ou 55000 E8.L") de plue sont 
produite en biorgacteure par rapport aux flacons témoins, soit -26% de 
plus. 
En résunit2, les résultats de cette sous-section indiquent globalement que 
des variations dans les volumes d'inocula et dans l'âge des sous-cultures 
ne semble pas avoir d'influence appréciable sur la durée des cuvées, sur 
I'accroiseement de la biomasse mèche, sur la production maximale 
d'embryons somatiques ou sur leur germination. Il est aussi clair que la 
concentration initiale en ion ammonium ainsi que certaine aspects du made 
de culture affectent la croissance de la biomasse et la production 
d'embryons momatiquee. Par ailleura, la façon de concevoir la composition 
de la biomasee d'une culture embryogène ayant 6té definie, on peut 
maintenant procéder a une discussion plus détailMe des resultats 
quantitatifs obtenus pour les différents paramètres mesurés. 
5.2.2 PRODUCTION TYPIQUE 
C e t t e  soue-section por te  principalement s u r  les donnOes r e l a t i v e s  aux 
p r o f i l s  des  cinét iques n u t r i t i o n n e l l e s  de t r o i s  cuvées de l a  série JI 
so ien t :  les cuvées du b ioréacteur  J e t  du f l acon  témoin T25 e f f e c t u é e s  
avec du milieu B5 e n r i c h i  en ion  ammonium (concentrat ion i n i t i a l e  de  15 
a), a i n s i  que c e l l e  du f lacon c o n t r e l e  T26 e f fec tuée  avec du B5 r é g u l i e r  
(2  mM d'ammonium). L e s  r é s u l t a t s  de  c e t t e  série de  cuvées s o n t  d i s c u t é s  en 
d é t a i l s  parce que les concentrat ions les p l u s  é levées  d'embryons f u r e n t  
obtenues avec le mil ieu BS contenant in i t i a l ement  15 mH d'ammonium et  
parce  les cuvees avec ce  milieu p a r a i s s e n t  balanceee du point  d e  vue 
n u t r i t i o n n e l .  Des r é s u l t a t s  analogues pour les cinq a u t r e s  séries de 
cuvées son t  regroupés a l'Annexe 1. À moins d ' ind ica t ions  c o n t r a i r e s ,  l e s  
conclusions de l a  présente sous-section v a l e n t  a u s s i  pour c e s  c i n q  a u t r e 8  
séries. 
5.2.2.1 Production d ' d r p o n s  somatiques 
D e  façon générale, pour les series K (5 mM NH4+) , 1 (10 mM maC), J (15 mM 
Ni&+) et L (20 mM Mi4+) on observe que la  production d'embryons t o r p i l l e s  
en biort5acteur est p lus  grande que c e l l e  en  f lacon témoin e t  que c e t t e  
d e r n i e r e  est plus grande que l a  production e n  f lacon c o n t r 6 l e  ( 2  mM NH,+). 
Toutefoiri, comme le montre l a  Figure 5.3, l a  r e l a t i o n  est d i f f é r e n t e  avec 
l a  serie G ( O  mM NH4+) c a r  les cuvgee en b iorgacteur  et en f lacon témoin 
ne contiennent que du n i t r a t e  comme source d 'azote a l o r s  que le f lacon 
c o n t r a l e  Tl9 cont ient  toujours  2 mM d'ammonium. Pour c e t t e  série on 
remarque que l a  production d'embryons est r e t a r d é e  d'une centa ine  d 'heures 
en biorgacteur e t  en f lacon ternoin par  r appor t  au f lacon contr&le ,  puisque 
les cel luLes embryogenes n'obtiennent l e u r  a z o t e  du n i t r a t e  qu 'après  avoir 
é laboré  les enzymea permettant de  le r é d u i r e  (Kamada & Harada 1979b & 
1984a&b, Tazawa & Reinert  1969) .  Ainsi ,  la  concentrat ion maximale 
d'embryons produits durant l a  cuvee Tl9 est de  30 ES.&', ce qui e e t  moins 
qu'en bioreacteur (39 EB.W') m a i s  plue que dans l e  f l acon  témoin (22  
~ 8 . m ~ ' ' ) .  D e  ces r é s u l t a t s  on déduit :  1) que SPlb n'a pas absoluement 
besoin d'une quant i té  minimale d'ammonium pour permettre l'embryogenèse, 
d i f f é r a n t  a i n s i  de l ignées  embryogenes où le  n i t r a t e  deva i t  B t r e  complété 
pa r  une source d 'azote r é d u i t  pour q u ' e l l e  a i t  l i e u  (Wetherell  & Dougall 
Figure 5 .3  
m-1 
concentration d'embryons romatiquee en  fonct ion  du temps pour trois cuvées 
de la  dr i e  C Bioreacteur (G,  [ N ü , * ] ~ O  mM) : + 
Flacon témoin (T17, [ N H 4 + ] m 0  mH) : O 
Flacon contrble  (T19, [ N H , + ] e 2  mK) : I 
concentration d'embryonu eomatiques en fonction du tempe pour t r o i i  cuvées 
de l a  série E Bioreacteur ( E ,  [ N E I , + ] u 2  mM) : + 
Flacon témoin (T10, [ N H , + ] d Z  CM) : O 
Flacon témoin (T11, [ N ? I , + ] ~ 2  IUM) : I 
1976) et, 2)  q u ' i l  f a u t  t r a v a i l l e r  avec d e s  concent ra t ions  i n i t i a l e s  en 
ammonium bien eupérieurea 2 mH s i  l ' o n  souha i t e  mesurer l 'effet de ce 
c a t i o n  eux le développement d'embryons juequ'au s t a d e  t o r p i l l e  puisque  l a  
production à 2 mM n ' e s t  gue re  mieux que celle sans  ammonium du t o u t .  Par 
a i l l e u r s r  l a  Figure 5.4 montre que la r e l a t i o n  est p a r t i c u l i è r e  dans le 
cas de l a  série E où du m i l i e u  B5 r é g u l i e r  est u t i l i s é  pour les trois 
cuv6es. En e f f e t ,  la  product ion  d'embtyons n ' e s t  semblable dans ces cuvées 
que pour les q u a t r e  c e n t s  p r e m i k e s  heures environ,  Au-delà d e  c e t t e  
période,  l a  production en  b i o r é a c t e u r  est deux f o i s  p l u s  é l evée  que celles 
dee flacons, S i  les r h u l t a t s  des six series de cuvees met tent  en évidence 
l a  concentrat ion d'ammonium comme une v a r i a b l e  poeeiblement dé terminante  
pour l a  production d'embryons eomatiques, la6 r é s u l t a t s  de l a  aérie E 
indiquent p lus  epécialement que le mode de c u l t u r e  (b io rgac teu r  ou f lacon 
a g i t é )  eet a u s s i  une variable importante, 
Dans c e t t e  perspect ive,  on n o t e  t r o i s  p o i n t s  intéressants la  Figure 5.5: 
1) l a  production en  f l a c o n  témoin est t o u j o u r s  i n f é r i e u r e  ii celle en  
b ioréac teur  même s i  c e t t e  d e r n i a r e  f l é c h i t  e n  f i n  de cuvée; 2) l a  première 
debute une  centa ine  d 'heures a p d s  l a  seconde; 3) e n t r e  320 et 650 heures,  
le  taux d'accroissement de la product ion  est semblable dane les deux modes 
de cu l tu re  c a r  l a  pente  d e  la  d r o i t e  de r ég ress ion  pour les r é s u l t a t s  en 
bioréacteur est de  -614 * 43 ~s.L",h" et c e l l e  pour l e e  r é s u l t a t s  e n  flacon 
ternoin e s t  de -641 f 51 ~s.L",h", O r  on constate, en se r é f é r a n t  aux 
f i g u r e s  de production d'embryons en  fonc t ion  du temps pour les c i n q  séries 
où l a  concentrat ion i n i t i a l e  d'ammonium est p l u s  grande que O mM (Figures 
4 5.5 et c e l l e s  de  l a  S e c t i o n  1-1 l'Annexe 1), que le premier de ces  
t r o i e  poin ts  se varifie dans chaque serie et qu'un d 6 l a i  semblable à c e l u i  
mentionné au second po in t  est observé a u s s i  dans l a  série 1 (10 mM NH,'). 
Enfin on note un certain p a r a l l 6 l i e n e  e n t r e  les pen tes  des courbes  de  
production (b io réac teu r  et f l a c o n  témoin) des séries 1: (10 mM NI&+) et L 
(20 mM Ni&+),  m a i s  s u r  des  p é r i o d e s  d i f f é r e n t e s .  
Sans q u ' i l  soit n0ceasaire d ' e n t r e r  dans les d e t a i l s  e t  b i e n  que les t r o i s  
p o i n t s  de comparaison notes pour l a  série 3 ne se r e t rouven t  pas de l a  
même façon et avec l a  même fcéquence dans toutes les séries, il reste que 
concen t ra t  ion 
de la série J 
d'embryons eomatiquee en  fonction du tampe pour t r o i e  cuvées 
Bioréacteur  ( J I  [ N H , + ] d l 5  mM) : + 
Flacon témoin (T25, [ N H 4 + ] d 1 S  mM) : 0 
Flacon c o n t r e l e  (T26, [NH4+] -2 mM) : I 
l a  production en biorhacteur est supér ieu re  A ce l l e  en f l acon  témoin dans 
chacune de8 six series ( i n c l u a n t  la  e 6 r i e  G avec O ml4 Ni&*, Figure  5.3). 
On en dedui t  donc que les cond i t ions  physiques de c u l t u r e  e n  b i o r é a c t e u r  
mont p l u s  favorablee que celles e n  f lacons agi tee  pour l ' o b t e n t i o n  d 'un  
p l u s  grand nombre d'embryons eomatiquee complètement d6veloppéa en 
t o r p i l l e s .  
La p r inc ipa le  diffhrence e n t r e  les deux modes de c u l t u r e  est qu'en 
b io r6ac teur  la  concentration d D o x y g h e  dissoue e s t  maintenue B 20% d e  l a  
s a t u r a t i o n  e n  a i r  durant t o u t e  l a  cuv&e pa r  le contrble du melange gazeux, 
alore qu'en flacon ag i t4  cette concentra t ion  f luc tue  beaucoup au c o u r s  
d'une cuvee (P6pin e t  a l .  1995). Il e e t  donc probable qu'une c e r t a i n e  
a t a b i l i t b  du niveau d'oxygène d i s s o u s  dans le milieu de c u l t u r e  s o i t  p l u s  
favorable ,  au plan nu t r i t ionne l ,  que 1 ' i n s t a b i l i t 6  c a r a c t 6 r i s t i q u e  du mode 
f l a c o n  pour produire dee embryone t o r p i l l e a .  I l  se peu t  a u e e i  que le 
rythme métabolique imposé par  le c o n t r e l e  de l'axyg&ne dieaous  f a v o r i a e  
eimplement l a  d i f f g r e n c i a t i o n  c e l l u l a i r e  ou q u ' i l  s o i t  moins propice à la  
production et a l 'accumulation de substances i n h i b i t r i c e s  dans les 
cul tures  en b ioréacteurs .  
Par  a i l l e u r s ,  des  t r avaux  en cul ture  de c e l l u l e s  de p l a n t e s  avec des 
biorhacteure rubans h6licoïdaux tournant a des  v i t e s s e s  de l ' o r d r e  de  60 
RPM indiquent que le c o e f f i c i e n t  global de t r a n s f e r t  d'oxygène de  l a  phase 
gazeuse au l i q u i d e  ( k a )  est environ v ing t  f o i s  moindre que dans d e s  
f lacons a g i t e s  -120 RPM (Archambault e t  al. 1994a & b, Kamen et  a l -  
1991, Pépin e t  al.  1995). En e f f e t ,  l e  k,a du b i o r é a c t e u r  2-L u t i l i s é  est 
de 0,9 h-' (Archambault et a l .  l994b), a l o r s  que c e l u i  des  f lacons  a g i t é s  
est  de 18 h*' (PBpin e t  a l .  1995). La c u l t u r e  en b i o r é a c t e u r  a f f e c t e  donc 
necessairement l 'ensemble des  échanges e n t r e  la  phase gazeuse e t  l a  
suspension, dont ceux du dioxyde de carbone e t  de l ' e t h y l è n e  qui ,  bien que 
c e l a  r e e t e  etre d h o n t r é  formellement dane le cas de l a  c a r o t t e ,  jouent  
peut ê t r e  dee roles dans l'embryogen&e somatique (Auboiron et  al.  1990, 
Biddington 1992, Roustan et a l .  1989aBb e t  1990 a&b, Smith & Krikorian 
1990c, Tate & Payne 1991).  
Les t r o i s  graphiques d e  la Figure 5.6 mettent  e n  r e l i e f  le6 taux d e  
germination e t  le6 concentra t ions  d'embryons en fonc t ion  du temps pour les  
cuvées de l a  s é r i e  J. T e l  que déja  indique (sous-sect ion 5.2.1.4), 
l ' i r r é g u l a r i t é  dans L a  q u a l i t é  des pousses cons idérées  pour l ' éva lua t ion  
des taux de germination f a i t  en  so r t e  que c e  paramètre d o i t  être considéré 
avec grande prudence. Ceci d i t ,  l a  Figure 5.6 montre néanmoins deux 
tendances: 1) sans égard  au mode de c u l t u r e  et  B l a  concentra t ion  i n i t i a l e  
en ammonium, il semble que les premiers embryons p r o d u i t s  dane une cuvée 
germent mieux que ceux produi ts  a l a  f i n ;  e t  2 )  puisque les embryons 
obtenus en b ioréacteur  germent bien s u r  une pér iode  d e  p lue  de  300 heures, 
i l e  mont possiblement d e  meil leure q u a l i t 6  que ceux produ i t s  en  f lacona 
agi tés .  
~ a Ü x  de germination et concentration d'embryons somatiques e n  fonct ion  du 
tempe pour t r o i s  cuv6es de la série J: 
A )  Bioréacteur J; B) Flacon ternoin T25; - C) Flacon c o n t r ô l e  T26. Taux de germination e n  % : [embryons eornatiquea] : r 
5.2.2.3 holution do la biori8.0 &.na IO ~ U P S  
Malgr6 les différences dans la production d'embryone eomatiques, le taux 
moyen de croissance de l a  biomasae deo trois cuv6es de l a  serie J es t  le 
même (-0,18 ) comme le démontre l a  Figure S.  7 ci-bas. La valeur de ce 
patamètre e s t  constante pour toutee lem driea  quelque s o i t  le mode de 
culture ou l a  concentration i n i t i a l e  en ion animonium (Tableau 5 . 5  ) . Comme 
le montrent les Figurea S.8 a S. 13 cependant, un même pYom n'implique pas 
que les cinétique8 de  production de biomasse aont similaires. Par 
a i l l a u r e ,  l a  valeur de 0,18 d" est semblable a celle que mesurent Jay et 
collègues (1992) dans une cuv(5e en bioreacteur contrbl6e a 10% deoxyg&ne 
d i  ueous. 
Figure 5 .7  
~igression l i n h i r e  de Zn(x/xo) en fonction du temp43 où ro est l a  biomasse 
e3che i n i t i a l e  et  x e e t  la  biomairee sache au tempe t, af in  d'estimer le 
taux de croimaance moyen (pIIOiIM - pente) pour trois cuv6es de la  serie J 
estimé par régression lineaire eus l e  6 premiers points ( 1 
Bioreacteur (J, [NEI,+]-lS mM) : 1 
Flacon témoin (T25, [NH,+]elS mM) : 
Flacon controle (T26, [ N H , + ] w  2 mM) : X 
Avant d e  d i scu te r  p lus  à fond d e s  parambtres c a r a c t é r i s a n t  l a  biomasse, il 
importe de faire un rappe l  concernant  le  concept de  biomasse. Dans l a  
d iecuse ion  r e l a t i v e  au Tableau 5 - 5  il est d i t  qu'en géné ra l  l a  biomasse 
d * une suspension embtryogene se compose, dana des propor t ions  v a r i a b l e s ,  de  
c e l l u l e s  indi f férenciées  et d'embryons somatiques ( c e l l u l e s  d i f  f e r e n c i é e s  ) 
à d i f f g r e n t s  s t ades  de d6veloppement. Etant  donné que s e u l s  les embryons 
t o r p i l l e s  sont  dénombrés, il n'est pas poss ib le  d 'est imer q u e l l e s  s o n t  les 
propor t ions  exactes  de c e l l u l e s  ind i f f é renc iées  et c e l l e s  des  embryons à 
chacun des qua t re  s t ades  de développement (amaa c e l l u l a i r e ,  g lobulau-e ,  
cordiforme et  t o r p i l l e ) .  Donc, l a  composition de l a  biomasse mesurée ne  
peu t  g t r e  exprimée qu'en r é f é r e n c e  un ensemble de p r o f i l s  poss ib le s .  
A l a  Figure 5.8, on remarque qu ' en t re  250 et 600 heures il y a p l u s  de 
biomasse sache produi te  en flacon c o n t r ô l e  (2  mM NH4+) qu'en f l a c o n  témoin 
(15 mM et  p lus  dans ceux-ci  qu'en bioreacteur  (15 mM NE3,'). Comment 
i n t e r p r é t e r  de telles d i f f é r e n c e s  sachant  que ces t r o i s  cuvées comptent 
in i t i a l emen t  des concent ra t ions  ident iques  de tous  les élements  et que 
t o u s  les macronutriments sont completement absorbés du m i l i e u  de c u l t u r e  
avant l a  f i n  de chaque cuvée. D'une p a r t ,  la q u a n t i t é  d i f f é r e n t i e l l e  de 
nutr iments  qu i  ne forme pas  de biomasse sèche ( c e t t e  q u a n t i t e  é t a n t  p l u s  
grande en bioréacteur  qu'en f l a c o n  témoin e t  qu'en f lacon c o n t r ô l e )  sert 
vraisemblablement a des f i n s  énerggtiquea et, en conséquence, se compose 
s a n s  doute principalement de g luc ides -  D'autre pa r t ,  l a  m&me q u a n t i t é  
d i f f é r e n t i e l l e  de nutr iments  q u i  forme une p a r t i e  de l a  biomasse sèche 
sert nécessairement a former d e s  s t r u c t u r e s  c e l l u l a i r e s  et des r é s e r v e s  
d ' éne rg ie  pour les c e l l u l e s  d i f f é r e n c i é e s  ou non. C e t t e  i n t e r p r é t a t i o n  à 
deux v o l e t s  implique que la  c u l t u r e  produisant le  moins de biomasse sèche, 
e n  l 'occurrence c e l l e  en  b i o r é a c t e u r ,  a u r a i t  un taux d e  r e s p i r a t i o n  
c e l l u l a i r e  p lus  Blev6 et donc une p l u s  f o r t e  production de dioxyde de  
carbone. On a u r a i t  1 ' inverse  pour  l a  c u l t u r e  en f lacon c o n t r ô l e  T26, a l o r s  
que l a  cu l tu re  du f lacon témoin T25 se s i t u e r a i t  quelque part e n t r e  ces 
deux tendances, mais probablement p l u s  pr&e de l a  c u l t u r e  en  b i o r é a c t e u r  
car l e u r s  courbes de  concen t ra t ion  e n  biomasse sèche comportent des 
d i f fé rences  moine marqu6es qu'avec c e l l e  du f lacon controle. 
concentra t ion  
l a  a é r i e  J 
de biomasse sache en fonct ion  du tempe pour t rois  cuw6es de 
Bioreacteur (J, [ N H , + ] d 1 5  di) : 1 
Flacon témoin (T25, [ N H , + ] e l 5  M) I * 
Flacon contrtble (T26, [NFi,+ 2 mM) : X 
Lee cons ta t s  prec6dents mettent  en dvidence l ' importance d ' éva lue r  
adgquatement l a  r e s p i r a t i o n  c e l l u l a i r e  a i n s i  que d 'e f fec tuer  dea  b i l a n s  de  
mamie s u r  l e  carbone e t  lVoxyg8ne dans les travaux futurs .  Enf in ,  il est 
i n t e r e s s a n t  de souligner que pour les cuv6es des  cinq a u t r e s  e d r i e s  
(Annexe f i  Sect ion  1.4)  l a  r e l a t i o n  e n t r e  l eu r s  courbes de p roduc t ion  de 
biomasee sache e u i t  la  m ê m e  tendance ( p l u s  de biomasse mèche e n  c o n t r 8 l e  
qu'en témoin et plue dana ce dernier  qu'en biordacteur) ,  avec  cependant 
dee d i f ferencea  e n t r e  les courbea qui var ien t  d'une s8rie B l ' a u t r e .  I l  
eemble aueei  que les p r o f i l e  de concentrat ion de l a  biomasee sache dans le  
temps d'un b ior6acteut  e t  de son témoin son t  d 'autant  plus semblables que 
l a  concentra t ion  i n i t i a l e  en anmioniurn est dlev8e. 
Complémentairement, on présente  b l a  Figure 5.9 l a  c r o i s s a n c e  d e  l a  
biomasse sache (Figure 5.8) e t  l a  production d'embryons somatiques (Figure  
5.5) a f i n  de relier cee deux paramètres pour les cuv4es considéréee  de la  
serie J. Ainsi,  les graphiques A et C de l a  Figure 5.9 indiquent  que les 
Figure 5.9 -s 
Concentrations de biomasse &che et d'embryons somatiques en  fonction du 
temps pour trois cuvees de la serie J: 
A)  Bioréacteur J; B )  Flacon témoin T25; C )  Flacon contrôle  T 2 6 .  
[embryons] : A [biomasse sèche] : 1 
r e l a t i o n s  s o n t  inve r sées  : la  production d'embryons torpilles est p l u s  
grande en b io réac teu r  et pluo f a i b l e  en f lacon con t rô le ,  a l o r s  que l a  
concent ra t ion  de biomasse sache est au plus bae e n  b i o r é a c t e u r  et au p l u s  
haut  en f l acon  c o n t r e l e ,  D e  p lus ,  les courbes de  c ro i s sance  et de 
production de l a  cuvée e n  f lacon témoin (Figure 5.9-B) s 'apparentent  à 
c e l l e s  du b iorgacteur ,  ce q u i  suggere que dans l a  mesure où l a  
concent ra t ion  i n i t i a l e  e n  ammonium est euf f h a n t e  l a  product ion  d'embryons 
somatiques e n  suspension l i q u i d e  est un processus relie l a  cro issance .  
Reprenant 1 ' i n t e r p r é t a t i o n  du paragraphe precédent  , on dédui t  que 
l 'accroissement  de l a  r e s p i r a t i o n  c e l l u l a i r e  serait liée à une production 
p l u s  grande d'embryons ou au d6veloppement d'un p l u s  grand nombre de ceux- 
c i  juaqurau stade torpille, Cependant, puiequ'on ne  connaît  pas la  
cornpoeition exacte de l a  biomasse de  chaque cuvee, il est impossible 
d 'émettre  une hypothèse p l u s  p réc i se .  
S ' i l  semble neanmoins logique  de considerer  qu'une a c t i v i t é  métabolique 
p a r t i c u l i è r e  comme la d i f f é r e n c i a t i o n  puisse  se mani fes t e r  p a r  une 
r e s p i r a t i o n  c e l l u l a i r e  accrue. On mentionne d ' a i l l e u r s  dans l a  l i t t é r a t u r e  
que l eo  é t apes  i n i t i a l e s  du développement embryonnaire s o n t  accompagnées 
p a r  un accroissement du métabolisme (Dijkema et al. 1988). Dans une tel le 
perspect ive ,  l 'avantage p o t e n t i e l  du biorhacteur  s u r  l e  f l a c o n  a g i t é  pour 
l a  production d'embryons t o r p i l l e s  pour ra i t  s ' exp l ique r  comme & t a n t  une 
conséquence, d i r e c t e  ou i n d i r e c t e ,  du con t ra l e  de  l a  concen t ra t ion  en 
o x y g h e  diesous.  II s ' a g i t  d'une conséquence d i r e c t e  s i  20% d'oxygène 
d i s sous  est en t o u t  temps une concentrat ion minimale ou opt imale  
nécessa i re  à l a  d i f f é r e n c i a t i o n  c e l l u l a i r e .  I l  y a consgquence i n d i r e c t e  
s i  le r6gime d ' a g i t a t i o n  et le niveau du d é b i t  gazeux qui permettent de 
maintenir  cons tante  l a  concent ra t ion  d'oxyggne d issous  o n t  un e f f e t  s u r  l e  
taux de t r a n s f e r t  gazeux du dioxyde de carbone (&/ou d 'un  autre gaz), 
effet qu i  s t imule  l'embryogenèse eomatique a cause d e  l a  f i x a t i o n  non- 
p h o t o ~ y n t h é t i q u e  du CO, (Payne et al. 1990), ou pour tout a u t r e  r a i son .  
D'autres hypotheses peuvent être émises, mais l ' i m p o s s i b i l i t é  de pouvoir 
les v é r i f i e r  ou les p r é c i s e r  démontre un a u t r e  besoin méthodologique 
important,  s o i t  l'urgence de developper une méthode s imple  et e x a c t e  
permettant d e  d i sc r imine r  rapidement, ainsi que de dénombrer e n  t o u t  temps 
dans  la  biomaeae, les embryons eomatiques à l eu re  d i f  f g r e n t e  s t a d e s  de 
développement. Des progrSe r é c e n t s  portant sur l ' i d e n t i f i c a t i o n ,  le tri, 
la  c l a s s i f i c a t i o n  et  l ' é v a l u a t i o n  d e s  embryonm somatiques ind iquen t  qu'une 
telle méthode est poee ib l e  mais qu ' i l  reste encore des  e f f o r t s  f a i r e  
pour  l a  rendre simple et pratique ( C a z z u l h o  e t  al. 1990, c h i  e t  al. 1994, 
Grand d'Esnon e t  al. 1989, Hamalainen e t  a l .  1993, H a r r e l l  e t  al. 1992).  
L a  concent ra t ion  de biomaese humide e n  fonction du temps pour le8 t ro i s  
cuvees de l a  serie J est  pr6senthe a l a  Figure 5.10. Te l  qu 'a t tendu,  l a  
r e l a t i o n  g loba le  e n t r e  les t r o i s  courbes est analogue a celle pour l a  
biomasee sache (Figure 5.8). Plue de biomasse humide est obtenue en  f l a c o n  
c o n t r d l e  qu'en f lacon  témoin et p l u s  dans  ces  f l acons  qu'en b i o r e a c t e u r .  
Puisque la . biomasse d 'une c u l t u r e  vdgbtale  embryogène se compoee de 
propor t ions  v a r i a b l e s  de c e l l u l e s  d i f f é r enc iées  [embryons somatiques)  e t  
de c e l l u l e s  ind i f fé renc i6e8 ,  que la  d e n ~ i t é  dee c e l l u l e s  d i f f é r e n c i é e s  est 
p l u e  grande que c e l l e  des c e l l u l e s  i nd i f f e renc iées  e t  que ces dernieree 
e o n t  plue largement dependantee des condit ione osmotFquee du milieu de 
c u l t u r e  parce qu ' e l l e s  ne se developpent pas il l ' i n t é r i e u r  d'un t i s s u  
F igu re  5.10 
TEMPS -1 
Concentrat ion d e  biomasee humide e n  fonc t ion  du temps pour t r o i s  cuvée6 de 
l a  e é r i e  J Bioréac teur  (J, [NH,+],--15 mM) : 1 
Flacon témoin (TZS, ( N H 4 + ] , ~ 1 5  mM) : 
Flacon c o n t r o l e  (T26, [N?l,*]- 2 mM) : X 
structure, une comparaison des Figure6 5.8 et 5.10 renseigne de façon 
intéressante sur la composition probable de la biomasse. On conetate que 
pour la cuvée en bioreacteur et la cuve@ temoin T25, l'écart eat toujours 
plus grand entre leurs courbes de biomasse humide (Figure 5.10) qu'entre 
celles de la biomasse skhe (Figure 5.8) et que cet écart tend à 
s'accroître avec le temps. Des constats similaires s'appliquent si l'on 
compare la cuvée en bioréacteur a celle du contrôle TS6, ou les deux 
cuvées en flacons agités. En supposant qu'un tel accroissement d'écart est 
principalement dQ a des cellules indifférenciées se gonflant d'eau suite 
b l'abaissement de la pression osmotique, on peut conclure que la biomasse 
de la cuvée contrele (T26) contient plus de ces grosses cellules que la 
biomasse de la cuvée témoin (T25) et que celle-ci en contient plus que la 
biomasse de la cuvée en bioréacteur. Si l'information additionnelle tirée 
de cette comparaison ne fournit pas une description détaillée de la 
biomasse, elle permet quand même d'avoir une meilleure idée de sa 
composition et de préciser un peu les hypothèses formulées précédemment. 
Elle suggere que la concentration initiale en ammonium et le mode de 
culture se combinent pour affecter non seulement la production d'un nombre 
plus ou moins grand d'embryons torpilles, mais aussi l'ensemble du 
processus de différenciation. Dans cette optique, la culture contrôlée en 
bioréacteur avec un milieu contenant initialement 15 mM d'ammonium 
favoriserait d'abord la différenciation cellulaire, ce qui entraînerait 
ensuite l'obtention de plus fortes concentrations de torpille6 dont les 
cellules denses contribuent pour une plus faible proportion du poids 
humide de la biomasse. 
Le rapport entre la concentration en biomasse humide et celle en biomasse 
sache (Ratio gm/g,) est un quatrième paramgtre caractérisant la 
biomaase. Pour dee raisons évoquées précgdemment en référence au Tableau 
5.5, on suppose que la valeur de ce ratio est proportionnelle 3 la 
fraction de cellules indiff&enciées, au contenu élev6 en eau, qui sont 
présentes dans la biomasse humide. L'évolution du ratio gmE/g, dans le 
temps pour les trois cuvtSes de la eérie J est prémentGe aux Figures 5.11 
et 5.12 avec la production d'embryons torpilles. On remarque que ce ratio 
dvolue de façon nettement différente dane la cuvke en bioréacteur (Figure 
Figure 5.11 
Rat io  [biomasse humide]/[biomasse seche] et concentration d'embryons en 
fonction du temps pour la cuvee J en biotéacteur ([N?&+]-lSmM) 
R a t i o  : ( [ embryons eomat iques ] : A 
TEMPS (lwures) 
Figure 5-12 
Ratio [biomasse humide]/[biomaaee eache] et concentration d8embryontr 
somatiques en fonction du tempe pour deux cuvées en flacons de la série J 
Flacon t6moin (T25, [ N H , + ] w 1 5  mM) Ratio : * [embryons 1 : a 
Flacon contrele (T26, [ N H , + ] w 2  mM) Ratio : X [embryons] : 
5.11) comparativement celles en f l acons  a g i t é s  (Figure  S. 12 ) . 11 demeure 
cons tant  (moyenne =20,3) t o u t  au cours  de l a  c u l t u r e  en  b io rgac teu r ,  a l o r s  
q u ' i l  s u i t  un profil il peu pras ident ique  pour les deux c u l t u r e s  en 
f lacone m ê m e  ei elles comptent des concentrat ions i n i t i a l e s  d' ammonium 
d i f f6 ten teo .  Dans le c a s  des c u l t u r e s  en f lacons,  le  ratio passe d 'abord 
d'une va leu r  maximale à une v a l e u r  minimale e n t r e  1' inocula t ion  et 
l ' a p p a r i t i o n  des  premiers  d r y o n e  t o r p i l l e s  (-250 h ) ,  p u i s  il e f a c c r o Z t  
lentement jusqu'à l a  f i n  des c u l t u r e s  en  demeurant à des valeurs presque 
t ou jour s  supér ieures  3 celles en bioréacteur .  
S i  le r a t i o  g-/g= a l a  valeur  i n d i c a t i v e  suppos8e, l a  composition de 
l a  biomasse de l a  cuvée e n  bioréacteur devra i t  r e e t e r  l a  même t o u t  au long 
d e  l a  c u l t u r e  ou, en d 'au t re6  mots, l a  p ropor t ion  de c e l l u l e s  
i n d i f f é t e n c i 6 a s  ne d e v r a i t  pas  s ' a c c r o î t r e  par rappor t  à celle de c e l l u l e s  
d i f f é renc iées .  Ce rgeultat conf i rmera i t  que l a  c u l t u r e  con t rô lée  en 
b ioreac teur  desavantage la  p r o l i f 6 r a t i o n  des c e l l u l e s  i n d i f f é r e n c i é e s  et 
q u ' e l l e  f a v o r i s e  c e l l e  des  c e l l u l e s  d i f f6renci6ee ,  suggerant p l u s  
pa r t i cu l i à remen t  que le maint ien d e  l a  concentrat ion en oxygène d i s sous  à 
20% est directement  e n  cause  dans l a  constance du r a t i o  gw/gsEC. Suivant 
ce même raisonnement, le p r o f i l  d 'évolut ion en deux temps du  ratio 
gm/g, pour les cuvées en f l acons  ag i t ée  (Figure 5.12) i n d i q u e r a i t  que 
c e  mode de c u l t u r e  avantage in i t i a l emen t  l a  m u l t i p l i c a t i o n  de c e l l u l e s  
indifférenciées, que cet avantage diminue e t  l a i s s e  p l a c e  à une c e r t a i n e  
d i f f é r e n c i a t i o n  c e l l u l a i r e  juequ'à -250 h, pu i s  que les deux types de 
c e l l u l e s  c r o i s s e n t  simultanément p a r  l a  s u i t e  dans un c o n t e x t e  probable de 
compétition pour les nutr iments .  
Cette i n t e r p r é t a t i o n  d e s  Figures 5.11 et 5.12 p o u r r a i t  e i g n i f i e r  au moins. 
q u a t r e  choees tràs importantes.  Premiarement , l a  concent ra t ion  i n i t i a l e  en  
i o n  ammonium ne serait pas une v a r i a b l e  determinante dans le  processus de 
d i f f é r e n c i a t i o n  cellulaire pu i squ ' i l  n 'y a pas de différence entre le  
p r o f i l  pour le f lacon témoin (T25, l S W  Mqt) et  c e l u i  pour le f l a c o n  
con t rd le  (T26, 2mM Md') . Deuxièmement, il se peut  que l a  cuvée du contrôle 
(T26) compte au tan t  d'embryons (donc de c e l l u l e s  d i f f é r e n c i é e s )  que celle 
du f lacon témoin, maia ceux-ci parviennent en moins grand nombre au stade 
t o r p i l l e  par manque d'aamionium. Troisièmement, puisque l a  propor t ion  
d'embryons t o r p i l l e s  dans l a  cuvge en témoin (T25) augmente s a n s  cesse a 
p a r t i r  de -250 h, les c e l l u l e s  d i f férenciées  domineraient l a  s i t u a t i o n  de 
compétition pour les nutriments. Enfin, l a  production moindre d'embryons 
en f lacon témoin (15 mM NE?,+) par rapport au b ioréacteur  (15 mM NH,+) 
r é s u l t e r a i t  de l a  compéti t ion nu t r i t ionne l l e  e n t r e  les c e l l u l e s  
d i f f6renciées  (embryons) e t  les c e l l u l e s  indi f fgrenciées  dont  l a  présence 
en  plue grande proport ion s e r a i t  favorie6e par le non c o n t r ô l e  de 
c e r t a i n e s  conditione de c u l t u r e ,  en p a r t i c u l i e r  du niveau d'oxygène 
d iesous  à un niveau re la t ivement  f a i b l e .  D e  plus, s i  Le p r o f i l  d 'évolut ion  
dans le temps du r a t i o  g-/g, de6 cuvée8 en f lacons  (F igure  5.12) est 
directement relié B l eu r  p r o f i l  de concentration en oxygane d i s s o u s  (pas 
mesuré) comme c e l a  semble B t r e  le c a s  en  bioréacteur,  c e l l e - c i  s e r a i t  donc 
e levée  au début des cuv6esr elle diminuerait  graduellement juequ'a -250 h, 
p u i s  e l l e  poursuivrai t  une augmentation lente mais g radue l l e  jusqu'à l a  
f i n  des  cuv6es. O r r  un t e l  p r o f i l  d'oxygéne dissous e 'apparente t r e e  bien 
à c e l u i  effectivement meeur6 pour des cul tures  de c e l l u l e s  de r a i s i n s  en 
f lacone agi tes  ( Phpin e t  al. 1995) . Un tel prof il de concen t ra t ion  en 
oxygéne dieeoue s i g n i f i e r a i t  que l a  resp i ra t ion  des  c u l t u r e s  en  f l acons  
diminuerai t  graduellement e n t r e  250 h e t  l a  f i n  des cuvées, moment où le 
métabolisme des c e l l u l e s  r a l e n t i t  e t  cesse. 
À l a  lumière de ces conaidérat ione,  l 'avantage du mode de c u l t u r e  en 
b ioréacteur  s u r  c e l u i  en f l acon  a g i t é  pour l a  production d'embryons 
t i e n d r a i t  vraisemblablement au  f a i t  que la  concentra t ion  en oxygène 
d i s sous  e s t  maintenue cons tan te  et baese dans l e  premier a l o r s  q u ' e l l e  
v a r i e  dans l e  second. Donc, le con t rd le  de c e t t e  v a r i a b l e  (0, d i s s o u s )  à 
un niveau f a i b l e  (mais pas nécessairement B 20%) et cons tan t  (mais pas 
forcément toujours cons tant )  est sûrement e s s e n t i e l  en t o u t  ou en  p a r t i e  
a l'embryogenèse somatique. Enfin il apparaî t  que le  r a t i o  gHUMIDE/g,, en 
t a n t  qu'indice p o t e n t i e l  d e  l a  composition de la  biomasse, f o u r n i t  une 
information p lus  j u s t e  lo r sque  considéré d'un point  de vue c i n é t i q u e ,  que 
l o r s q u ' i l  e s t  u t i l i s é  sous forme de moyenne globale pour une cuvée e n t i è r e  
comme au Tableau 5.5. 
Figure 5.13 
Volume de biomasee eédimentée (VBS) et concentration d'embryons en 
fonction du tempe pour lee cuv4ee en bioreacteur et en flacon témoin de la 
serie J ( [ N ? I , + ] e l 5  mM) 
Bior4acteut (J) % VBS : 1 [embryons] : + 
Flacon t6moin ( T 2 S )  e VBS : * [embryons] : O 
La Figure 5.13 présente, pour lee deux cuvées débutées avec 15 rnM 
d ' ammonium, 1 ' &volution dane le temps du dernier paramètre caractéristique 
de la biomasse, soit le pourcentage du volume de la suspension qui est 
occupé par la biomaese humide e6diment6e (OVBS), ainsi que la 
concentration d'embryons. On obeerve que le profil du %VBS est similaire 
pour les deux cuvéee. Puisque que la concentration de biomasse humide du 
flacon témoin (T25) est toujoure eupérieure ii celle du bior4acteur (Figure 
5-10), cette similarit4 da %VBS devrait signifier que la deneité 
(masee/volume) de la biomaeee en flacon est toujours supérieure a celle en 
biordacteur. Or ceci eet en contradiction avec le fait que la biomasse 
contenant une plue forte proportion d ' embryons, en 1 'occurrence celle 
produite en bioréacteur, doit avoir une densit4 plue grande. 
Come le bV8S m'obtient en meeurant le volume du culot de sédimentation 
resultant de la centrifugation d'un volume connu de suspension, on conçoit 
que le W B S  est un parametre pleinement eignificatif lorequ'utilisé pour 
caractériser la biomasse de cultures dont la composition est homoghe, 
Cependant, la possibilité que ce parametre mene à des interprétations 
contradictoires devient évidente dans le contexte de cultures embryogènes 
très hét8rogSnee où s'entremêlent des embryons somatiques à différente 
stades de dheloppement avec des cellules indifférenciées g6néralement 
moins denses et de fomea diverses. En fait, l'expérience démontre que le 
%VBS a une certaine utilité pour caractériser les cultures embryogènes 
lorsqu'on peut discriminer dans le culot la portion composée de torpilles 
et celle compoe6e de cellules indiffetenciees. 11 serait donc pertinent de 
modifier la methode dr6valuation de ce paramgtre en y incluant, par 
exemple, l'utilisation d'un colorant spécifique pour les cellules 
indifférenci6es ou pour les cellules différenciées (embryons complets ou 
non) de façon a pouvoir estimer visuellement la contribution de chaque 
type de cellules au volume du culot sediment&. Dans cette perspective, il 
est permis de douter que le volume final de biomasse sédimentée, paramètre 
ponctuel rapporté au Tableau 5.5, puisse avoir la valeur prédictive qu'on 
lui prête concernant la composition de la biomasse et la concentration 
d'embryons somatiques d'une culture donnée- Ainsi, le fait que la biomasse 
s6dimentée occupe en moyenne 10% moine d'espace du volume final des cuvées 
en bloréacteura que celui des cuvées en flacons (Tableau 5.5) est 
probablement une coïncidence et il n'a pas forcement la signification 
mentionnée B la fin de la sous-section 5.2-1.3. 
5.2.2.3 Cindtiqurr d'absorption des œacxtonutriients 
Les Figures 5.14 à 5 - 1 8  présentent, en fonction du temps, la concentration 
des embryons torpilles ainsi que celles de dix macronutriments (glucides 
considérés ensemble, cinq cations et quatre anions) du milieu B5 pour les 
trois cuvées de la série J. A partir de ces résultats il est possible 
d'évaluer les cinétiques d'absorption des nutriments et de les relier a la 
formation de biomasse et la production d'embryons somatiques, 
La Figure 5 -14  illustre les variations de concentration des glucides avec 
les courbes de production d'embryons somatiques et de biomasse sèche. On 
remarque qu'a 500 heures la concentration totale dee glucides est inféri- 
eure 5 , O  g . ~ - ~ - '  dans les deux flacons et euperieure a 6,5 g.~--*' dans 
le biorgacteur, puis qu'à 600 heures elle est de zéro dans les flacons et 
Figure 5 .14  EWs mmS1 
Concentrations d'embryons, de  biomasse sache et de g luc ides  en fonct ion  du 
temps pour t r o i s  cuvées de l a  série J: 
A) Bioréacteur 3; B) Flacon témoin T25; C )  Flacon contrô le  T26.  
[embryons somatiques] : A 
[biomasse sèche]  : I 
[g luc ides  to taux]  : * 
sup4r ieure  à 1,O g.fi-.-' dans le  bior6acteur. Bien que ces r e s u l t a t s  ne 
a o i e n t  que marginalement d i f f&ren t s ,  il semble t o u t  de  même 
qu'indépendamnent dee concentrat ions i n i t i a l e s  en ammonium les glucides 
d i s p a r a i s s e n t  plu8 v i t e  des deux cuvées en f lacons  a g i t é s  que de  c e l l e  du 
b ioréacteur .  Étant  donné q u ' i l  y a plus de biomasse p r o d u i t e  dans l e s  
cuvees en f l acons  agitho que dans celle en b ior6acteurI  il est poss ib le  
qu'en f l acons  les c e l l u l e s  (d i f férenciées  ou non) absorbe ra ien t  une par t  
des  g luc ides  sana les consonmer, tandis  qu'en b io réac teur  des  c e l l u l e s  
analogues en  consoanneraient une plus f o r t e  propor t ion  a des  f i n s  
énergétiques.  C e t t e  divergence de comportement n u t r i t i o n n e l  des  c e l l u l e s  
p o u r r a i t  a i n s i  r e f l é t e r  e n  p a r t i e  les e f f e t s  de deux régimes d ' ag i t a t ion  
par t icul ierement  d i f f é r e n t s .  Quoique c e t t e  obse rva t ion  e t  c e t t e  
i n t e r p r é t a t i o n  devront être vér i f i6ee  e t  confirm8esI elles peuvent Otre 
vues connne a l l a n t  dans le m ê m e  eens que les hypothèses préc6dentes 
pu iaqu ' e l l e s  renforcent  l a  perception a l ' e f f e t  que l a  c u l t u r e  cont rô lée  
en  b io réac teur  f a v o r i s e r a i t  une a c t i v i t é  métabolique i n t e n s e  (consommation 
de  g luc ides  et r e s p i r a t i o n  c e l l u l a i r e  accrues)  des  c e l l u l e s  d'embryons 
somatiques e n  formation, contrairement B l a  c u l t u r e  e n  f l acon  a g i t é e  où 
les c e l l u l e s  (d i f f6renci6es  ou non) o r i en te ra ien t  p l u t ô t  l e u r  a c t i v i t é  
ver8  l e  stockage de nutriments et donc l a  formation de  biomasse. 
Outre ces  d i f fé rences  marginales e n t r e  les deux modes d e  c u l t u r e ,  on note 
a la Figure 5.14 que l a  concentrat ion de biomasse sèche des  t r o i a  cuvées 
n'augmente p lue  après  l a  d i s p a r i t i o n  des glucides des  suspensions.  Cette 
r e l a t i o n  est v r a i e  pour toutea  le8 cul tures  en b i o r é a c t e u r s  (Annexe 1, 
Sect ion  1.9) comme pour t o u t e s  c e l l e s  en f lacons  a g i t e s  ( r é s u l t a t s  non 
p résen tés )  . En f a i t ,  elle i l l u s t r e  une Bvidence q u i  se v e r i f  ie  l o r s  de 
t o u t e  c u l t u r e  en cuv6e de matér ie l  vivant, s o i t  que Les processue de 
cro issance  ceseent  loreque ~ ' Q p u i e e n t  le6 sources de  carbone. Suivant  un 
concept d i e c u t é  p lus  l o i n  dans ce chapitre ,  on peut d i r e  que les cu l tu res  
son t  a l o r s  l i m i t é e s  en glucides.  Dana c e t t e  perpect ive ,  le f a i t  que l a  
concentra t ion  d'embryon8 eomatiqueo augmente p a r f o i s  un peu après 
1 'épuisement dea glucides (Figures S. 14-BLC et  1.9.2 ) c o n s t i t u e  une preuve 
que, se lon  les condit ions de cu l tu re ,  des c e l l u l e s  embryogènes peuvent 
emmagasiner cer ta ine6 quan t i t ee  de glucides. 
La Figure 5.15 concerne les changements de concen t ra t ions  en fonct ion  du 
temps de qua t re  dea c inq  ca t ions ,  l'aatmonium Btant cons idé ré  a l a  figure 
suivante. On c o n s t a t e  que ces  cation6 (calcium, magnésium, potassium et 
sodium) son t  toue abaorbBe mais qu'aucun ne l'est complètement. Parmi 
ceux-ci, le calcium est le  p lus  abeorbé durant  les t r o i s  cuvtSes. On en 
deduit  qu'avec l e  mi l ieu  85 rggulier ,  les concentra t ions  de ces quat res  
ca t ions  s o n t  probablement adequates pour l a  c u l t u r e  en f l a c o n s  comme pour 
c e l l e  en b ioreacteur .  A priori il ne eemble pas y a v o i r  de r e l a t i o n  
p a r t i c u l i e r e  e n t r e  la  production d'embryons d a m  l e e  t ro i s  cuvées et l ' un  
de c e s  cations. On note  cependant a l'Annexe 1 ( S e c t i o n  1.10) que le 
magn&aium, le sodium et le calcium mont tous  absorb6s complètement lorsque 
l'ammonium est  absent du mil ieu de c u l t u r e  (cuvée G ) ,  a l o r s  que le 
magnésium et le calcium l e  sont  auss i  quand le mil ieu ne  c o n t i e n t  que 2 m~ 
d'ammonium (cuvee E ) .  Dans ces  cae, il est p o s s i b l e  qu'un deficit en 
ammonium e o i t  en p a r t i e  compense par d 'autre6 ca t ions .  C e c i  reste B être 
Btudié systématiquement. 
Figure 5 
~ o k e n t r a t i o n s  d'embryons et de6 cat ions  calcium, magnésium, potaeeiurn et 
sodium en fonct ion  du temps pour trois cuvées de la série J: 
A )  Bioreacteur J; B )  Flacon ternoin T25; C )  Flacon contrôle T26. 
[embryons somatiques ] : A 
[calcium] x20 : X [magnésium) x20 : 4 
[potassium] : a [sodium] x20 : 1 
L'ammonium, s e u l  a u t r e  ca t ion  du mil ieu B5 e t  v a r i a b l e  c e n t r a l e  de ce  
projet de recherche, est t r a i t é  st5parément à l a  Figure 5-16. On y note 
d'abord que l a  concentrat ion i n i t i a l e  en ammonium semble légèrement 
moindre dans le f l acon  témoin T25 que dana le  b io réac teur .  Ce r é s u l t a t  est 
certainement dQ B une e r r e u r  d 'analyse au de manipulation expérimentale 
car la seconde va leur  (a -100 heures) est plue grande. Outre cet a r t e f a c t  
expgrimental, les graphiques A et B de la  Figure 5.16 montrent que 
l ' absorpt ion  d'ammonium est relat ivement semblable en b io réac teur  et en  
f l acon  témoin, s i  b ien  que d'un p o i n t  de vue n u t r i t i o n n e l  r i e n  ne l a i e s e  
préaager de l a  p r o d u c t i v i t é  embryogène supér ieure  du b ioréacteur .  Dans ce6 
deux cas ,  le c a t i o n  d i s p a r a î t  du mil ieu a p r h  -550 heures de cu l tu re ,  
moment 3 p a r t i r  duquel il devient  pos~iblement l i m i t a n t .  Enfin, une 
comparaison des  graphiques pour les cuvées T25 et T26 indique très 
nettement que l e  manque d'ammonium est reaponeable du nombre p l u s  f a i b l e  
d'embryons somatiques produi ts  en f lacon con t r6 le  (conmie pour t o u t e s  les 
c u l t u r e s  ef fec tuée6 avec du B5 r é g u l i e r  contenant in i t i a l en ien t  2mM NH,+), 
puisque la  concentra t ion  en ammonium e e t  l a  s e u l e  et unique d i f fé rence  
dans les condit ion6 physico-chimiques de c u l t u r e  de c e s  deux cuvées. 
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Figure 5 .16  
TEMPS m.4 
Concentration8 d'embryone et d'ammonium en fonction du tempa pour trois 
cuvtSes de l a  ser ie  J: 
A )  Bioréacteur J; 8)  Flacon témoin T25; C) Flacon contrele T26 
[embryone somatique81 : A [ammonium] x7,S pour C : 1 
La Figure  5.17 présente  l ' absorpt ion  des quat re6  anions  pr inc ipaux du 
mi l ieu  BS (phosphate, chlorure, n i t r a t e  e t  s u l f a t e )  en  fonc t ion  du temps, 
Parmi ceux-ci, s e u l  le phosphate est compl&tement absorbé dans les t r o i s  
cuvées. E n  conséquence la  p o s s i b i l i t é  que le phosphate s o i t  l i m i t a n t  dans 
les t r o i s  cuvée6 d e v r a i t  g t r e  considérée eérieusement (comme dans le c a s  
du c a t i o n  animonium d ' a i l l e u r s )  l o r s  d'une op t imisa t ion  é v e n t u e l l e  des  
mil ieux de cu l tu re .  D e  plus,  les courbes d 'absorption du n i t r a t e  et du 
s u l f a t e  ont des a l l u r e s  à p u  p rès  semblables pour les t r o i s  cuv&es, a l o r s  
que ce n ' e s t  pas le  cas  pour le chlorure.  Ce d e r n i e r  é t a n t  absorbé de 
façon v a r i a b l e  dane les t r o i s  cul tureo .  il joue peut être un rôle non 
negl igeable  dans l'embryogenèse. Lea rendements de la  sous-sect ion 
su ivan te  eont  suscep t ib les  d'en dire plus long B ce s u j e t .  
Puisque l'ammonium p a r a î t  O t r e  l i m i t a n t  dans la cuvée c o n t r ô l e  (Figure  
5.16-C] et que les courbes d'absorption de l ' an ion  n i t r a t e  ne p résen ten t  
pas de d i f f e r e n c e s  marquées e n t r e  l e s  cuvées (F igure  5 -17) ,  il est 
i n t é r e s s a n t  de comparer, a l a  Figure 5.18, les prof ils d 'absorpt ion  de c e s  
deux s e u l e s  sources d 'azote du mi l ieu  85. Ainsi ,  le graphique 5.18-C ne 
montre aucun changement p a r t i c u l i e r  dans l a  courbe du n i t r a t e  s u i t e  à la 
d i s p a r i t i o n  p lus  r ap ide  de l'ammonium du mi l ieu  de c u l t u r e  (-250 h e u r e s ) ,  
a l o r s  qu'on a u r a i t  pu s ' a t t endre  a ce que L a  coneommation de c e t  anion 
s ' acc ro iese  a f i n  de compenser une demande é v e n t u e l l e  en  azote .  Ceci 
suggàre que le n i t r a t e  et l'ammonium sont u t i l i s f i a  à des  f i n s  m6taboliques 
d i f  fgrentes, ce q u i  est t o u t  à f a i t  en  accord avec l ' e x p l i c a t i o n  de  Kamada 
et Harada (1979b & 1984aBb) voulant que l e s  e f f e t s  a t imulan t s  de  composés 
azote6 r 6 d u i t s  (ac ides  amines e t /ou  ammonium) s u r  L'embryogen&se somatique 
t i ennen t  3 ce q u ' i l s  son t  immédiatement u t i l i e a b l e e  pour l a  aynthese de 
p ro té ines  e s s e n t i e l l e s  ( inc luant  des  enzymes du métabolisme de l ' a z o t e  
comme l a  n i t r a t e - réduc tase )  a l a  p r o l i f é r a t i o n  c e l l u l a i r e  r a p i d e  qui est 
requ i se  l o r s  d e  l a  formation d'embryons. 
~ ~ R c e n t r a t i o n s  d'embryons et des  anions phosphate, chlorure, n i t r a t e  e t  
sulfate en fonct ion  du temps pour t r o i s  cuvées de l a  série J: 
A )  Bioréacteur J; B )  Flacon témoin T25; C )  Flacon contrô le  T26. 
[embryons somatiques] : A 
[phosphate] x20 : X [chlorure] x10 : 1 
[ n i t r a t e ]  : fl [sulfate] x10 : 0 
--- 
Figure 5.18 = -1 
concentrations d'embryons et de deux Fons azotés en fonction du temps pour 
trois cuvées de la serie J: 
A) Biorgacteur J; B) Flacon t&moin T25; C) Flacon controle T26. 
[ embryons somatiques ] : A [anmionium] x 7,5 pour c : I 
[nitrate]  : I 
Pour terminer cette sous-section, la combinaimon des graphiques de la 
Figure 5.19 permet de mettre en parallèle certaines des cinétiques 
précgdentes de la cuvée J avec les mesures de conductivité et de pH 
effectuées en continu dans la suspension a l'aide du système d'acquisition 
de données  ID^' (BIO-EXPERT Inc). 
De façon générale, la courbe de conductivité du graphique 5.19-A montre 
que ce paramètre decroît au coure de la cuvée J I  paeeant graduellement de 
-4 ,O  a -0 ,s  mS. Ainsi, l'allure de cette courbe correspond globalement A 
l'absorption graduelle des macronutriments par les cellules (graphiques A 
des Figures 5.14 5.18). Plus spécifiquement, on note deux chutes 
abruptes de la conductivit6, soit durant les trente premières heures et à 
- 1 3 0  heures. La chute du debut de la cuv&e est probablement due à 
l'absorption rapide d'une partie des nutriments. Conaiderant le graphique 
5.19-CI la seconde chute peut, 3 première vue, être associee à une 
abeorption apparannnent accrue de l'animonium autour de 1 3 0  heures. 
Toutef oie, l 'examen des cinetiques d'absorption d 'ammonium et des meeures 
en continu de la conductivité pour les trois cuvées en bioréacteurs où ces 
mesures furent ef fectuées avec une certaine fiabilité (résultats non 
montrés) ne permet pas de conclure une telle association. En 
cone6quence, cette seconde chute est vraieemblablement un artefact 
électronique. Donc, tel que mesuree, la conductivité traduit bien la 
cinétique globale d'absorption des macronutriments mais elle n'informe 
pas, par exemple, sur la disparition d'un nutriment particulier de la 
suspension comme l'indique le graphique C de la Figure 5.19 pour les 
glucides, l'anion phosphate et le cation ammonium. Similairement, ces 
mesures de conductivité ne fournissent pas de renseignements pouvant être 
liés spécifiquement 3 l'évolution de la biomasse ou au développement des 
embryons torpilles (Figure 5.19-B) de la cuvée J. 
La courbe des mesures de pH dans la suspension est plua accidentée que 
celle de la conductivit6 (Figure 5.19-A) .  On remarque d'abord une 
augmentation rapide du pH durant les trente premières heures, augmentation 
probablement liée au faible pouvoir tampon du milieu BS ainsi qu'à des 
phénomhes d'absorption rapide de nutriments, de relâchement par des 
cellules de composés organiques dans la suspension ou a la combinaison de 
Figure S. 19 TEMPS (heures) 
Comparaison, pour la  cuvée J, des mesures en continu de conductivité et de 
p H  avec les c iné t iques  de production d e  l a  biomasse s k h e  et des embryons 
somatiques, ainsi qu'avec les c ine t iques  d'absorption du cation ammonium, 
des gluc ides  et de l'anion phosphate 
A)  Conductivité et pH d e  l a  suspension; 
B) Concentrations de biomasse sèche (m) et d'embryons somatiques (A); 
C )  Concentrations d'ammonium (0 ,  de  g luc ides  (*) et de phosphate ( X ) .  
ces deux ph6nom&nee. Par la suite, la tendance générale est à une 
diminution du pH jusqu'a -330 heures suivi d'un accroissement graduel 
jusqu'à lfarr8t de l'acquisition a -650 heures, Comparant ce prof il aux 
cinétiques des graphiques B et C, le rapprochement le moins spéculatif qui 
peut Btre fait est celui entre la disparition du phosphate (Figure 5.19-C) 
et la remontée du pH B partir de -330 heures. Or on ne retrouve pas 
systématiquement un tel lien pour les deux autres cuvées en bioréacteurs 
où les mesures de pH n'ont pas 6té problématique6 (non montrés). Enfin, 
aucune des quatre autres cinetiques montrées aux graphiquee B et C de la 
Figure 5.19 ne semble pouvoir Otre decrite ou pr6dite par les mesures de 
pH tel qu'effectu8ee. 
Les constats effectués partir des paralleles précédents entre les 
graphiques de la Figure 5.19 indiquent en somme que, si la conductivité et 
le pH traduisent l'activité ionique globale et complexe d'un milieu de 
culture, elles ne constituent toutefoie pas pr6sentement des mesures 
permettant de comprendre ou d 'expliquer des Bv&nements s p k i f  iques du 
d6veloppement d'une culture embryoggne. Ainsi, ces mesures ne sont pas 
rapportées a 1 'Annexe 1 pour d'autres cuvges en bioreacteurs et ne sont 
pas utilisées ou discutées dans le reste de ce mémoire. Ceci dit, il 
demeure que si la eensibilité des mesure6 du pH et de la conductivité 
pouvait être amélior6e, ces paramètres physiques pourraient peut-être 
devenir des sources utiles d'information pour la culture in vitro 
d'embryons somatiques de plantes. 
5.2.3 CINÉIPIQUE DE PRODUCTION 
En guise  de t r a n s i t i o n  e n t r e  l a  sous-section précédente et celle-ci, la 
Figure 5.20 i l l u s t r e  les courbes de production d'embryons somatiques en 
fonct ion  du temps pour les s i x  cuvées en b io réac teurs  2-L où l a  seu le  
va r i ab le  est  l a  concentrat ion i n i t i a l e  en i o n  ammonium. Bien que c e t t e  
production fLuctue coneiderablement d'une cuve@ Fi L'autre, on y note que 
le d e l a i  d 'appar i t ion  des  premiers embryons t o r p i l l e s  (-200 h )  e s t  l e  m ê m e  
dans tous  L e s  cas. Ceci d h o n t r e  que l a  concentra t ion  i n i t i a l e  en ammonium 
n'a pas d ' influence sur  la  v i t e s s e  d u  processus embryogene mais p l u t e t  s u r  
l 'ampleur de  ce lu i -c i ;  une quan t i t é  p l u s  grande d'embryons s e  développant 
complètement lorsque  c e t t e  concentrat ion s ' a c c r o î t  en deçà d'un c e r t a i n  
s e u i l .  Dans le c a s  de la l i g n é e  SPlb, il appara î t  que 15 mM d'ammonium est 
une concentrat ion i n i t i a l e  près d'un optimum pour l'embryogenese. Ayant 
maintenant une meil leure compréhension de la dynamique  probable des 
c u l t u r e s  é tudiées ,  il est in t6reseant  de comparer les deux modes de 
c u l t u r e  s u r  l e  p lan  des rendemente de  cro issance  et de production. 
TEMPS (heures) 
Figure 5.20 
Concentrations d'embryons en  fonction du temps pour s i x  cuvges e f fec tuées  
avec l a  l ignée  SPlb dans d e s  bioréacteure 2-L dont  chaque mi l ieu  de cultu- 
re B5 cont ient  une concentrat ion i n i t i a l e  d i f f é r e n t e  d'ammonium (Mi4+) 
O mM ml+ I 1 0  mM NH4+ : O 
2 mM NH,+ * 15  mM NH,' : + 
5 m~ mi,+ I ~ O ~ M N H , +  : A 
C e t t e  de rn ia re  soue-section de l a  sec t ion  5.2 p o r t e  su r  l a  comparaison du 
mode biorgacteur  et du mode f lacon pour les rendements de cro issance  de l a  
biomasse sèche a i n s i  que pour les rendements de production d'embryons 
t o r p i l l e s  par  r appor t  à l ' absorpt ion  des d ix  macronutriments principaux du 
mi l ieu  B5 en fonct ion  du tempe. La procedure su iv ie  pour c a l c u l e r ,  
comparer e t  rappor te r  ces  rendements compte q u a t r e  étapes: 1) pour chaque 
cuvée oiî les donnees le  permettent,  une t eg ress ion  l i n é a i r e  est é t a b l i e  
e n t r e  l a  v a r i a b l e  dependante ( s o i t  l a  concentrat ion en biomasse sèche ou 
c e l l e  en embryons t o r p i l l e s )  e t  l a  var iable  indhpendante ( l a  concentra t ion  
de l ' un  des d i x  macronutriments considérés);  2) lorsque l e  c o e f f i c i e n t  de 
c o r r é l a t i o n  ( r a )  de  l a  régress ion  est plus  grand ou éga l  a 0,80 et  que 
l ' e r r e u r  s u r  la  pente  est p lus  p e t i t e  que 25%, on r e t i e n t  l a  va leur  de  
cette pente corne rendement de  l a  var iable  dépendante; 3) quand c e l a  est 
pe r t inen t ,  les rendements par  rappor t  a un m ê m e  nutriment pour les cuvées 
d'un même mode d e  c u l t u r e  e t  d'une même concentra t ion  i n i t i a l e  en ammonium 
son t  regroupés e t  une valeur  moyenne est ca lculée ;  4 )  une courbe des 
rendements en fonct ion  de l a  concentrat ion i n i t i a l e  en ammonium est t r a c é e  
pour chaque type  de rendement, chaque macronutriment e t  chaque mode de  
cu l tu re .  Les quarante  courbes a i n s i  obtenues son t  organisées en v ing t  
p a i r e s  de graphiques a f i n  de pouvoir les comparer se lon l e  mode de 
cu l tu re .  Lorsqu'une p a i r e  de graphiques montre un rendement constant  dans 
les deux modes de cu l tu re ,  les valeurs s o n t  rapportées sous forme de 
t ab leau  avec l e u r s  moyennes. Dans chaque a u t r e  cas ,  l a  comparaison e t  l a  
d iscuss ion por ten t  s u r  l a  p a i r e  de graphiques. Au plan rédact ionnel ,  l a  
charge é lec t ron ique  (valence) de  chacun des ions  mentionnés est omise des 
tableaux,  f i g u r e s  e t  paragraphes q u i  suivent a f i n  d 'a l léger  l ' é c r i t u r e ,  de 
f a c i l i t e r  l a  l e c t u r e  e t  d ' é v i t e r  les confusions. 
Il f a u t  a u s e i  s p é c i f i e r  qu'on ne peut pas  évaluer  si les tendances 
obeervées dans cette sous-section sont  s ta t i s t iquement  s i g n i f i c a t i v e s  car, 
pour chacune des  six concentrat ions i n i t i a l e s  en ammonium, chaque r é s u l t a t  
repose mur une s e u l e  cuvée en bioréacteur e t  au mieux su r  deux cuvées en 
f lacons  (sauf pour la  concentrat ion en ammonium de 2 mM et pour c e r t a i n e  
nutr iments où p a r f o i e  plueieure cuvéee ont dté analyeéee). Nganrnoine, dans 
un contexte  où l a  l i t t é r a t u r e  r e l a t i v e  a l a  c u l t u r e  d'embryons somatiques 
en suspension c o n t i e n t  peu d'information concernant l e e  rendements de 
croisaance et de production, cet exercice demeure valable et les tendances 
int6teseantes pourront faire l'objet de travaux ultérieurs de validation- 
Lee résultats qui suivent peuvent mener à la fomulation de meilleurs 
milieux de culture, au développement de modèles de production, a 
l'élaboration de stratégies d'alimentation des cuvées, ainsi qu'à une 
meilleure compréhension genérale de l'embryogengse végétale somatique- Il 
est au moins certain que la connaissance des rendements de croissance et 
de production contribue a mieux définir les projets futurs de recherche 
dans le domaine- 
La notion de limitation nutritionnelle eat déjà mentionnée à quelques 
reprises dans les interpr6tations des Figures 5.14 5.18 et elle est 
utilia6e fréquemment dans la presente sous-section- Il importe donc de 
préciaer qu'une culture embryogene est limitée en un nutriment quelconque 
lorsque la croissance de la biomasse et/ou la production d'embryons 
somatiques cesse(nt) ou semble(nt) cesser à cause de 1 'épuisement de ce 
nutriment dans le milieu- 11 est aussi tout B fait concevable qu'une même 
culture puisse Atre limitee par plueieure nutriments- 
5.2.3.1 Rendements de croissance de la biomasse sache 
Parmi les dix rendements de croissance de la biomasse sèche (Yc) , s i x  
apparaiseent constants dans les deux modes de culture, soient ceux par 
rapport aux glucides totaux (Tableau 5 . 6 ) ,  aux anions nitrate (Tableau 
5 - 7  ) et chlorure (Tableau 5 8) , ainsi qu'aux cations ammonium (Tableau 
S . 9 ) ,  magnésium (Tableau 5.10) et calcium (Tableau 5.11). Les quatre 
autres rendements sont compklr6s à partir d'autant de paires de figures et 
sont ceux par rapport au phosphate (Figure 5.21), au sulfate (Figure 
5 . 2 2 ) ,  au sodium (Figure 5 - 2 3 }  et au potassium (Figure 5.24). 
Conaidétant globalement les valeurs de moyenne et d'écart-type du Tableau 
5 - 6 ,  le rendement de croissance par rapport aux glucides totaux (CHOt) 
apparaît conetant quelque soit la concentration initiale en ammonium et il 
est le même en bior6acteuxe comme en flacona agités. Indifféremment du 
mode de culture, on peut donc prendre pour acquie qu'avec une baee de 
milieu B5 contenant initialement 30 g,L" de sucrooe environ 0,45 g de 
biomasse sèche est produit pour chaque gramme de glucide (fructose, 
Tableau 5.6 
Rendements de cro issance  par: r appor t  aux g luc ides  totaux (CHOt )  pour deux 
modes de c u l t u r e  et six concent ra t ions  i n i t i a l e s  en ion  ammonium [NH,], 
BIOREACTEURS ï 2 -L ) FLACONS ( 500-mL 1 
[-II Yc ( C R O t )  Erreur Yc (mût) Erreur 
AZ!KL Q ms. QI' % a ms. a-' % 
g lucose  e t  sucroee)  conaommé dans une suspension de l a  l i g n é e  embryogène 
SPlb .  En comparaison avec la  l i t t é r a t u r e ,  il e s t  in t e res san t  de n o t e r  que 
l a  va leu r  de Yc en b ioréac teur  pour une concentration i n i t i a l e  d'ammonium 
de 20 mM ( 0 , 5 2 7  g m s , g ~ ~ O t " )  est eemblable à c e l l e  de 0 , s  g ms.g'' obtenue 
pax Kessel1 e t  C a r  (1972) pour un rendement mesure par r appor t  au sucrose 
( concen t ra t ion  i n i t i a l e  de 25 g . ~ ' ' )  duran t  l a  phase de c r o i s s a n c e  
e x p o n e n t i e l l e  de suepeneions de c e l l u l e s  embryoganes de c a r o t t e  c u l t i v é e s  
e n  b i o r e a c t e u r  avec mil ieu M S  ( 2 1  mM d'ammonium) et c o n t r ô l e  d'oxygène 
d i s s o u s  a 16%. 
Lee r B s u l t a t s  d e  Y c  par r appor t  au n i t r a t e  (Tableau 5.7) mènent à des 
c o n s t a t 8  s i m i l a i r e 8  aux précédents  loraqu'on ne  considère globalement que 
l a  concent ra t ion  i n i t i a l e  en  ammonium. Il semble tou te fo i s  que l a  c u l t u r e  
e n  f l acons  a g i t é s  permet d 'ob ten i r  un rendement moyen -15% supér i eu r  à l a  
c u l t u r e  en b io reac teu re  ( - 0 ,53  cont re  -0,46 g ms.mmole''~4). S i  cet &art 
est s i g n i f i c a t i f  il f a u d r a i t  éventuellement en chercher l ' e x p l i c a t i o n  dans  
les d i f f é r e n c e s  e n t r e  ces deux modes de c u l t u r e  au plan d e  l ' é v o l u t i o n  
t empore l l e  du niveau d'oxygène dissous dans l e  milieu. D e  plus, l a  v a l e u r  
de Y c  en f l acons  pour B5 ( i n i t i a l e m e n t  -25 mM de n i t r a t e )  avec une 
concen t ra t ion  i n i t i a l e  d'ammonium de 20 mM est de 0,428 g rne.mmole~'~~,, 
s o i t  -34% de plue que c e l l e  d e  0 ,32  g rns.nnnole''~0, obtenue par Huang et 
col l&gues  (1993) a u s s i  en f l acons  m a i s  avec l e  milieu MS q u i  c o n t i e n t  
Tableau 5.7 
Rendements de croissance par rapport l'anion nitrate (NO,) pour deux 
modes de culture et six concentrations initiales en ion ammonium [NEI,], 
BIOREACTEURS f 2 -L 1 FLACONS 1500-mL) 
[NELIi Yc (NO31 Erreur Yc (N4) Erreur 
MOYENNE : O f  456 
ÉCART-TYPE: 0,062 
initialement -39 ml4 de nitrate. Donc non seulement le mode de culture, 
mais aueei la formulation du milieu de culture influencerait le rendement 
de croissance par rapport au nitrate. 
À la Figure 5.21 on note que les deux caurbee relatives aux rendements de 
croissance ( Y c )  par rapport au phoephate ont des allures eemblables si 
l'on fait abetraction des valeurs pour une concentration initiale en 
ammonium de O mM. Pour les concentrations en ammonium comprises entre 2 mM 
et 10 mMr Yc diminue d'environ 8,00 a 4,50 g ms.mmole-'~o~ dans les deux 
modes de culture, alors que pour les concentrations comprises entre 10 mM 
et 20 mM il reste constant a -4,OO g ms.mrnole"~0~ en bior6acteurs et +,O0 
g me .mole-'PO, en flacons agités. On peut donc en déduire que le rendement 
de croissance de la biomasse seche par rapport b l'anion phosphate demeure 
constant dans les deux modes en autant que le milieu de culture B5 
contient initialement au moins 10 mM d'ammonium. En comparaison avec la 
litterature, la valeur de Yc en bior8acteur avec B5 (-1,l mM de phosphate) 
pour une concentration initiale d'animonium de 20 mM est de -3,9 g ms. 
mmole-'PO, ce qui est -19% infhrieur B celle de -4,8 g rns.mole~'P04 mesurée 
par Kessel1 et Carr (1972) durant la phase de croissance exponentielle de 
euspensions de cellules embryogènes de carotte cultiv6es en bioreacteur 
avec du milieu MS (-1,2 mM de phosphate initial) et un contrele en oxygene 
dissous à 16% de la saturation en air dans l'eau. 
o . O O I I I , , I I L I I I I I I I I I , l I  
O 5 10 15 i 
ION AMMONIUM, []initiale en mM 
ION AMMONIUM, [ ]initiale en mM 
Figure 5.21 
Rendements de croissance (Yc) par rapport l'anion phosphate (PO,) pour 
différentes concentratione initiales en cation ammonium [NH,],: 
A) Bioreacteurs B) Flacons agités 
D' a p r h  les résultats du Tableau 5.8, l'anion chlorure est un des ions 
pour lequel il est le plus difficile d'obtenir une certaine cohérence dans 
le calcul des rendemente de croissance. En bior6acteurs, d'une part, les 
marges d'erreur pour deux des cinq valeurs mont supérieuree 25% de sorte 
que lfon se retrouve avec deux valeurs situees autour de 6 g rns.imn01e'~~l 
dont la marge d'erreur est entre 13 et 17% et une valeur deux fois plus 
grande (-12,55 g me.mole"~1) avec la plus faible marge df erreur (8 ,4%).  
Dans ce contexte il n'est pas vraiment pertinent d'estimer une mesure 
statistique de tendance centrale (moyenne et kart-type). En flacons 
agités, d'autre part, toutes les marges d'erreur sont infgrieures à la 
limite de 25% si bien qu'en faieant exception de la valeur extrême 
d'environ 15,37 g ms.mmole-'cl la variation des cinq autres rendements est 
acceptable. Ainsi, en ne tenant compte que des cinq premières valeurs 
( de O a 15 mM) , le rendement de croissance par rapport au chlorure 
peut être coneidgrer constant et il correspond a une valeur moyenne de 
-9,19 g me.mmole''~1 avec un écart-type de -1,23 g rns.mmole"~1. Puisqu'il 
est probable que les tendances sont similaires dans les deux modes de 
culture, il est permis de supposer que le rendement de croissance par 
rapport au chlorure est aussi constant en bioréacteurs. Par contre des 
investigations suppl&nentaires sont requises pour déterminer adéquatement 
l a  valeur de cette constante supposée. 
Tableau 5.8 
Rendements de croissance par rapport a l'anion chlorure (Cl) pour deux 
modes de culture et six concentrations initiales en ion ammonium [NH,Ji 
B IOREACTEURS î 2 -L FLACONS 1 500-mL I 
[ml, Y c  ( C l )  Erreur Y c  ( C l )  Erreur 
A E k L  Q ms.mmole" % Q ms.rnmole" % 
MOYENNE : voir 
ECART-TYPE: texte 
valeur exclue du calcul de la moyenne 
La Figure  5.22 ind ique  dans les deux modes de c u l t u r e  que le rendement de 
c ro i s sance  ( Y c )  pa r  r appor t  B l ' a b s o r p t i o n  d e  l ' an ion  s u l f a t e  t e n d  à 
diminuer avec  l 'augmentation de la concen t r a t ion  i n i t i a l e  e n  ammonium. 
Cependant l ' a l l u r e  d e  cette tendance  d i f f è r e  quelque peu d'un mode a 
l ' a u t r e .  En b io reac t eu r s ,  la  d iminut ion  d e  Yc[SO,] est r e l a t i v e m e n t  
prononcee puisque le rendement p a s s e  de presque 1 3  g ms.nnnole~'d0, à e n v i r o n  
5 g ms.mrnole"~0~ s u r  l ' i n t e r v a l l e  de concen t r a t ions  i n i t i a l e s  O B 10  mM 
d'ammonium, pour e n s u i t e  rester c o n s t a n t  (-5,s g ma. mole- 'do4) e n t r e  1 0  
e t  20 mM. En f l acons  a g i t é s  par a i l l e u r s ,  Y c  pa s se  d 'environ 12 à 6 g 
me. nnnole-'do, s u r  t o u t e  1 ' i n t e r v a l l e  de concen t r a t ions  i n i t i a l e s  en  ammonium 
( O  a 20 mM), d e  s o r t e  que l a  diminut ion moins prononcée e t  p l u s  g r a d u e l l e  
se pour su i t  fa iblement  e n t r e  10 et 20 mM. Ainmi, pour le mode b i o r é a c t e u r  
on peut  d i r e ,  comme dans  l e  cas  d e  l ' a n i o n  phosphate (F igure  5.21),  que  l e  
rendement d e  c ro i s sance  d e  l a  biomaese seche  p a r  r appor t  a l ' an ion  s u l f a t e  
est c o n s t a n t  en  a u t a n t  que Ie milieu de c u l t u r e  85 c o n t i e n t  i n i t i a l e m e n t  
au moins 10 mM d'ammonium. Quant aux cuvées e n  f l acons  a g i t é s ,  il semble 
que l 'accroissement  d e  l a  concen t r a t ion  i n i t i a l e  e n  ammonium i a v o r i s e  une 
diminut ion du rendement de c ro i saance  par r appor t  au s u l f a t e .  S i  cette 
tendance d t a i t  v e r i f i e e ,  il y a u r a i t  probablement une c o n c e n t r a t i o n  
i n i t i a l e  maximale d'ammonium A p a r t i r  de l a q u e l l e  le  rendement pa r  r a p p o r t  
au  s u l f a t e  demeurerai t  constant  comme c e l a  se produ i t  en  b io réac t eu r s .  
L e s  rendements de c ro i s sance  de l a  biomasse s k h e  p a r  r appor t  a l'ammonium 
s o n t  r a p p o r t e s  au Tableau 5.9 pour  des  cuvees dont l a  concen t r a t ion  
i n i t i a l e  e n  ammonium v a r i e  d e  2 à 20 mM. On c o n s t a t e  d'abord que Yc semble 
c o n s t a n t  pour  un mode d e  c u l t u r e  donné. C e  r é s u l t a t  est p a r t i c u l i è r e m e n t  
i n t é r e s s a n t  e t  important  car il ind ique  que l a  concent ra t ion  en ammonium 
ne limiterait pas l a  c ro issance  d e  l a  biomasse dans aucune d e s  cuvées. Le 
rendement d e  c ro i s sance  moyen e n  b i o r é a c t e u r s  e s t  d e  -0,56 g m s . m m o l e - ' ~ ~ ~  
où t r o i s  d e s  c inq  va l eu r6  cons idérées  dans cette moyenne o n t  une marge 
d ' e r r e u r  q u i  v a r i e  e n t r e  10 e t  17%. Dans le c a s  des  f l a c o n s  a g i t é s ,  l a  
v a l e u r  d e  Y c  pour une concent ra t ion  i n i t i a l e  e n  ammonium d e  2 mM ayant  une 
t r o p  grande marge d ' e r r e u r  (41,7%), le rendement d e  c ro i s sance  moyen et 
son  k a r t - t y p e  (-0,72 g me .mole-'NH4 e t  -O,l5 g ms.mole-'NH,) s o n t  ob tenus  
a p a r t i r  d e s  q u a t r e  a u t r e s  va leurs .  Malgré que c e s  deux moyennes s o n t  du 
ION AMMONIUM, []initiale en mM 
- 
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Figure 5 .22 
Rendements de croissance (Yc) par rapport à l 'anion sul fate  (SO,) pour 
di f férentes  concentrations i n i t i a l e 8  en cation ammonium [NH,],: 
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Tableau 5.9 
Rendemente de  c ro i s sance  p a r  rapport au c a t i o n  ammonium (NH4) pour deux 
modes de c u l t u r e  e t  e ix  concen t r a t ions  i n i t i a l e s  en i o n  ammonium [Ni%], 
MOYENNE : 0,560  
ÉCART-TYPE: 0,165 
meme o r d r e  de  grandeur  lorequ'on cons idare  l e u r 8  écar te - types ,  on remarque 
t o u t  d e  m?me que celle en f l a c o n s  est envi ron  supé r i eu re  de 22% à celle en 
b io r8ac t eu r s .  S i  cette d i f f é r e n c e  est s i g n i f i c a t i v e ,  l a  c u l t u r e  e n  f l a c o n s  
p e r m e t t r a i t  d ' o b t e n i r  plu8 de biomasse sèche  qu'en b i o r é a c t e u r  pour des 
concen t r a t ions  équ iva l en te s  e n  ammonium. C ' e s t  d ' a i l l e u r s  ce qu'on 
c o n s t a t e  précédemment B den degrés d i v e r s  pour l a  série J (F igu re  5.8) e t  
pour les séries E, K, 1 et L (Annexe 1, s e c t i o n  1 .4 ) .  
D'un p o i n t  de  vue comparat i f ,  l a  va l eu r  de Yc e n  b i o r é a c t e u r  pour  ES avec 
une concen t r a t ion  i n i t i a l e  d'ammonium d e  20 mM (0,457 g rns.mmole-'NH,) est 
net tement  i n f é r i e u r e  au rendement d 'environ 0 , g O  g m s  ,mole-'NH, qui est 
r a p p o r t é  par K e s s e l 1  e t  C a r r  (1972) pour des  suspension6 de c e l l u l e a  
embryogènes de  c a r o t t e  c u l t i v é e s  en  b io réac t eu r  avec un mi l i eu  M S  (-21 mM 
NH, i n i t i a l )  e t  un c o n t r ô l e  d'oxygène d i s s o u s  à 16% d e  l a  s a t u r a t i o n  e n  a i r  
dans l ' eau .  Pour l a  c u l t u r e  e n  f l acone  par a i l l e u r s ,  le  rendement obtenu 
pour 85 avec une concen t r a t ion  i n i t i a l e  d'ammonium d e  20 mM (0,577 g 
ma.mm~le-~~H,} est -41% s u p é r i e u r  a c e l u i  mesuré par Huang e t  c o l l è g u e s  
(1993) dans MS. C e t t e  absence d e  concordance e n t r e  les va leur6  obtenues 
i c i  et c e l l e s  rapportées dans l a  L i t t é r a t u r e  réflste les d i f f é r e n c e s  
importantes  q u i  peuvent e x i s t e r  d'une l i g n é e  à 1 ' a u t r e  et d'un ensemble d e  
c o n d i t i o n s  de c u l t u r e  à un a u t r e .  
La Figure  5.23-A montre qu'en b i o r é a c t e u r s  le rendement de c r o i s s a n c e  p a r  
r a p p o r t  l ' abso rp t ion  du sodium s ' a c c r o î t  avec l a  concent ra t ion  i n i t i a l e  
des c u l t u r e s  e n  ammonium, passan t  progressivement de  -7,43 g ms.imoole"~a 
l o r s q u e  le n i l i e u  ne c o n t i e n t  pas  d'axnmonium -14,32 g ms.mmole"~a 
l o r s q u e  la  concen t ra t ion  i n i t i a l e  du c a t i o n  est de 15 mM. N'ayant pas de 
r é s u l t a t  poux une concent ra t ion  de 20 inM, on ne  peut pas s a v o i r  si  cette 
tendance se poursu i t  au-delà de 15 mM- Pour les c u l t u r e s  e n  f l a c o n s  a g i t é s  
(F igure  5.23-B) on no te  a u s s i  un léger accroissement  de Yc qui p a s s e  de 
-10,68 à -l3,28 g ms.rwnole"~a s u r  1 ' i n t e r v a l l e  de concent ra t ions  a l l a n t  de 
2 B 15 mM d'ammonium. Toutefo is ,  o n  observe i c i  une n e t t e  diminution de Y c  
( -7 ,03  g ms.mmole''~a) pour une concen t ra t ion  i n i t i a l e  en ammonium de 20 
mM, ce qui laisse c r o i r e  que son accroissement  cesse quelque part e n t r e  15 
e t  20 M. En supposant que l ' a b s o r p t i o n  du sodium s ' e f f e c t u e  de façon 
semblable dans les deux modes de  c u l t u r e ,  une telle diminution se p r o d u i t  
probablement a u s s i  e n  b i o r é a c t e u r -  
La  F igure  5.24-A s u r  les rendements de cro issance  par r a p p o r t  à 
1 'absorpt ion  du potassium e n  b io réac teu ra  peut  être i n t e r p r é t é e  d ' au moins 
deux façons. S i  l a  va l eu r  à 10 mM est juste, a l o r s  Yc[K] s ' a c c r o î t  avec l a  
concen t ra t ion  i n i t i a l e  d e s  c u l t u r e s  e n  ammonium s u r  l ' i n t e r v a l l e  de O h 10 
ml4 (-O, 56 a -2,07 g rno.mmole"~) et il n ' e s t  pas évident  de conclure  6 ' il 
y a s t a b i l i s a t i o n  ou diminution d e  Yc[K] pour les concent ra t ions  i n i t i a l e s  
se s i t u a n t  e n t r e  10 e t  20 LUM. D'aut re  p a r t ,  en supposant que l a  v a l e u r  de 
Yc[K] a 10 mM est surévaluée ,  on p e u t  présumer que c e  rendement e r a c c r o I t  
graduel lement  e n t r e  O et 20 mM e n  demeurant à peu pres cons tan t  e n t r e  S e t  
15  mM. L a  F igure  5.24-8 ne comptant pas  de va leu r  de Yc[K] pour l a  
concen t ra t ion  i n i t i a l e  e n  ammonium d e  10 mM, les r6aultats en f l a c o n s  
agités ne permettent  pas  de t r a n c h e r  entre c e s  deux possibilités. D e  p l u s ,  
ces r é s u l t a t s  ne  nous permet ten t  pas  de s a v o i r  s i  l a  r e l a t i o n  e n t r e  Y c  et 
l a  v a r i a b l e  independante est analogue dans les deux modes de c u l t u r e .  En 
somme, l 'ensemble des rendements de c ro i s sance  p a r  rappor t  l ' a b s o s p t i o n  
du potaesium demeure ambigu- C e t  a spec t  d e v r a i t  donc 6 t r e  approfondi  e n  
cons idé ran t  le  fait que l a  méthode adoptée pour modif ier  l a  c o n c e n t r a t i o n  
i n i t i a l e  e n  iurnnonium des cuvees implique une c e r t a i n e  v a r i a t i o n  du 
potaesium e t  ce, mgme s ' i l  est cï4montrré que l a  cro issance  g l o b a l e  d e  l a  
O 
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Figure 5.23 
Rendements de croissance (Yc) par rapport au cation sodium (Na) pour 
différentes concentrations initiales en cation ammonium [NH,],: 
A) Bioréacteurs B) Flacons agités 
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Figure 5 . 2 4  
Rendements de croisaance (Yc) par rapport au ca t ion  potassium ( K )  pour 
d i f f é r e n t e s  concentrations i n i t i a l e s  en cation ammonium [NH,],: 
A) Bioréacteurs B )  Flacons t5moins 
biomasee exnbryogbne d'une au t r e  l ign6e de ca ro t t e  n 'es t  pae a f fec tée  par 
l a  concentration en potassium (Brown et a l .  1 9 7 6 ) -  D e  p lus ,  l a  seu le  
cornparaieon quant i ta t ive  pouvant être ef f ectu6e n ' informe guere car  Y c  [KI 
en bioreacteur pour 85 (potassium =25 mM) comptant in i t ia lement  20 mM 
d'ammonium e s t  de -1,521 g rns~mmole"~, ce qui est plus de t r o i s  fo i8  
supérieur a l a  valeur de -0,475 g ms.nmiole"k mesurée par Kessel1 e t  C a r r  
(1972) durant l a  phase de croissance exponentiel le de  ce l l u l e s  embryogenes 
de ca ro t t e  cul t ivées  en bioréacteur avec milieu MS (potassium =20 mM) et 
contrôle  d'oxyghe dissous à 16%. 
Lee rendements de croissance par  rapport au magnesium (Tableau 5-10) 
indiquent que pour l a  cu l tu r e  en bioréacteurs l a  moyenne des six valeurs 
est de -11,38 g ms .mmole"~g (écart-type =1,42 g ms.mmole"~g) loraqu' on 
i n c l u t  les deux valeurs de Y c  qui ont des marges d 'erreur  comprises e n t r e  
20 et 25%- Pour l a  cu l tu r e  en flacons quatre va leurs  sont disponibles et 
l e u r  moyenne est -13,76 g rns.mmole"~g ( k a r t - t y p e  =1,19 g me -mmole"~g) .
M ê m e  s i  l a  moyenne en flacons ag i t e s  est -17% supérieure à c e l l e  en 
bioréacteurs,  l e  f a i b l e  nombre de valeurs contribuant à l a  seconde e t  les 
f o r t e s  marges d 'erreur  reliées à l a  premiere ne permettent pas de juger s i  
cette différence est s ign i f i ca t i ve .  Néanmoina en  coneiderant les k a r t s -  
types on peut tout de même pa r l e r  d'un rendement de  croissance moyen qui, 
globalement, est constant dans l e s  deux modes de cul tu re  et se s i t u e  
possiblement autour de 1 2  g rn~.mrnole'~~g. 
Les constats qui peuvent B t r e  formulés concernant l e e  rendements de 
croissance pas rapport  au calcium (Tableau 5-11) sont en tous po in t s  
semblables B ceux faits prbcbdeunnent pour le magnésium- Six valeurs de  
Yc[Ca] sont disponibles pour l a  cu l tu re  en  bioréacteura comparativement à 
quatre pour l a  cu l tu re  en f lacons et il y a p lue  de var ia t ion  dans le  
premier de ces groupes de valeurs  que dans l e  second. Dans ce contexte, on 
peut diffici lement apprecier l a  s ign i f ica t ion  réelle d'une moyenne en 
biorOacteurs (-10,27 g ma.mmole''~a) qui est  -12% infé r ieure  à c e l l e  e n  
f lacons (-11,66 g me . m m ~ l e ' ~ ~ a ) ,  mais en tenant compte des écarts-types 
r e spec t i f s  (-2,24 e t  -1,35 g rns.nim01e'~~a) on peut quand m ê m e  considérer 
que le rendement de croissance moyen e s t  constant dans les deux modes de 
Tableau 5.10 
Rendements de croissance par rapport au cation magnésium (Mg) pour deux 
mode8 de culture et six concentrations i n i t i a l e s  en ion ammonium [ - J i  
BIOREACTECTRS 1 2-L 1 FLACONS (500-mL1 
MOYENNE : 11,384 
~CART-TYPE: 1 , 418 
Tableau 5 . 1 1  
Rendements de croiseance par rapport au cation calcium (Ca) pour deux 
modes de culture et six concentrations i n i t i a l e s  en ion  ammonium [NH,], 
BIOREACTEURS (2-LI FLACONS 1500-mL) 
f N & I i  Yc (Ca) Erreur Y c  (Ca) Erreur 
O a ms.nimole'l % a ms-mole" % 
MOYENNE : 10,269 
ECART-TYPE: 2,239 
c u l t u r e  e t  q u ' i l  se s i t u e  probablement autour de 11 g ms.mmole-ka. 
Le Tableau 5.12 donne un aperçu global  des p r i n c i p a l e s  tendances relevées 
dane cette p a r t i e  r e l a t i v e  aux rendements de  c ro i s sance  (Yc) par  rapport 
l ' absorpt ion  de  d i x  rnacronutriments. Comparant d'abord les deux modes de 
c u l t u r e ,  on cons ta te  que les tendances sont  souvent semblables dans l ' un  
ou l ' a u t r e  mode et  que si un rendement donné est constant ,  l a  valeur 
moyenne en f lacons  a g i t é s  eet ,  au moins q u a t r e  f o i s  s u r  s i x ,  p l u s  grande 
que c e l l e  en  b i o r h c t e u r a .  Ainei, d'aprss le premier de  c e s  cons ta te ,  le 
eon t ro le  s u b t i l  de  l ' a g i t a t i o n  et  le maintien de 180xyg&ne dissous  à un 
niveau s t a b l e  que permet le mode bior6acteur n ' impl iquera ient  pas un 
bouleversement r a d i c a l  du processus gén6ral d e  c ro i s sance  d e  l a  biomasse 
par  r appor t  la  c u l t u r e  en f lacons  agitee.  Quant au second consta t ,  il 
suppose c e r t a i n e s  d i f férences  quan t i t a t ives  e n t r e  les deux modes de 
c u l t u r e ,  c e  qui  va  dans le  eens des d i f férences  au tan t  q u a n t i t a t i v e s  que 
q u a l i t a t i v e s  q u i  son t  discutées dans les sous-sections précédentes. C e s  
d i f f é r e n c e s  appara issent  de façon plus marquée a l a  p a r t i e  su ivante  au 
regard des  rendements de production. 
Toujours au Tableau 5.12, s i  on ne considère par  a i l l e u r s  que les 
résultats par  rappor t  aux quatre anions, on remarque pour deux d ' en t re  eux 
(phosphate e t  s u l f a t e )  que les valeurs de Yc tendent  a diminuer avec les 
concentra t ions  i n i t i a l e s  d'ammonium. Cependant, c e t t e  diminution ne  couvre 
t o u t  l ' i n t e r v a l l e  de concentrations ( O  B 20 mM) que pour l ' an ion  s u l f a t e  
e t  l a  c u l t u r e  en  f lacons ag i t é s .  Pour ce  m ê m e  anion e t  l a  c u l t u r e  en 
b io réac teurs  comme pour le phosphate dans les deux modes de  cu l tu re ,  Yc 
diminue s u r  l ' i n t e r v a l l e  O à 10 mK et il est cons tan t  e n t r e  10 et 20 mM. 
On dédu i t  donc de  ces  r é s u l t a t s  que dans l 'ensemble (et quelque s o i t  l e  
mode de  c u l t u r e )  les concentrations dans le mi l i eu  B5 des  q u a t r e  anions 
é t u d i é s  permettent d'obtenir des rendements de  c ro i s sance  constants  
lorsque  l a  concentrat ion i n i t i a l e  en ammonium est d'au moins 10 mK. 
D u  cb t6  des  c a t i o n s  au t res  que l'ammonium, le Tableau 5.12 indique que l e e  
rendements de croisesance par rapport au magn6sium e t  au calcium sont  
cons tants  dans les deux modee de cu l tu re  pour des  concentra t ions  i n i t i a l e s  
Tableau 5.12 
Rendements de croissance  (Yc): R6smé des  p r i n c i p a l e s  tendances observées 
MODE DE a T U R E  
MACRONU- 
TRIMENTS BIOF&ACTEKJR FLACON AGITÉ 
Glucides Conetant 
(Tableau 5.6 ) -0,45 g rns.g-'~a:ot 
JüTIONS : 
N i t r a t e  Constant 
(Tableau 5.7 1 -0,46 g ms . nunole-'~O, 
Conetant 
-0 ,45 g m s . g - ' ~ E I O t  
Phosphate Dans les deux modes: diminution e n t r e  2 & 10 mM, pu i s  
(Figure 5.21) a peu pr&e conetant (-4,s f 1,O g rns.mmole-'PO,) 
e n t r e  10  & 20 rnM 
Chlorure Possiblement constant Constant 
(Tableau 5.8 ) Elesultate insuf f i san t s  -9,19 g m s  .mole- 'Cl 
S u l f a t e  Diminution prononcée e n t r e  Diminution g radue l l e  O & 
(Figure 5.22) O & 10 mM, puie constant  20 mM 
a -6,OO g ms.mole"~0, 
CATIONS : 
Ammonium Constant 
(Tableau 5.9) -0,56 g me. an no le"^^, -0,72 g ms .mole-'NH, - l a  concentrat ion en  ammonium ne l i m i t e r a i t  pas  l a  
cro issance  de l a  biomasse dans aucune d e s  cuvée6 
Sodium Augmentation en t re  
(Figure 5.23) 0 & 1 5 m H  
Faible augmentation e n t r e  
2 & 15 mH, p u i s  diminution 
e n t r e  15 & 20  mK 
Potaesium Au moins deux in terpré ta-  Augmentation e n t r e  2 & 
(Figure 5.24) t ion8  poss ib les  5 mM et peut  être même 
e n t r e  2 & 20 mM 
Résul ta t8  ambigus e t  approfondir dan8 les deux modes 
Magnésium constant  Constant-17% >biorGacteur 
(Tableau 5.10) -11,38 g ms.mmole*'~g -13,76 g ma. m o l e - h g  
Calcium Constant Constant-12% abioréacteur 
(Tableau 5.11) -10,27 g me.mmole-ka -11,66 g rns.mmole-ka 
NOTE: Lee v a l e u r s  exprimées en mM corxespondent B dee concentra t ions  -
i n i t i a l e 8  en ammonium. 
e n  ammonium comprises e n t r e  O et 20 mMe Bien que les r 6 s u l t a t s  r e l a t i f s  au 
sodium et au potassium appara issent  i n s u f f i s a n t e ,  i ls ne con t red i sen t  
t o u t e f o i s  pas le f a i t  qu'une concent ra t ion  i n i t i a l e  en  ammonium autour  de 
15 mM pourrait permet t re  d 'ob ten i r  de m e i l l e u r e  rendements de c ro i s sance  
pour c e s  deux ca t ions .  Sous t o u t e s  réserves, les r é s u l t a t s  permettent  
d ' i n f é r e r  que, quelque 80it l e  mode de c u l t u r e ,  les concent ra t ions  de ces  
quatre c a t i o n 8  dans l e  mil ieu B5 r é g u l i e r  se t r a d u i s e n t  par  de me i l l eu r s  
rendements de  c ro i s sance  de l a  biomasse l o r s q u e  l a  concent ra t ion  i n i t i a l e  
en  ammonium est d'environ 15 mMe 
Par a i l l e u r s ,  le f a i t  que la concent ra t ion  du c a t i o n  ammonium est v a r i a b l e  
a l o r s  que le rendement de  c ro i s sance  par r a p p o r t  a c e l u i - c i  reste cons tant  
dans les deux modes de  c u l t u r e  (Tableaux 5.9 & 5.12) peut  être i n t e r p r é t é  
comme un i n d i c e  que l'ammonium n'est pas un rnacronutriment l i m i t a n t  l a  
c ro i s sance  d e  la  biomasse dans aucune des cuvées é tud iées .  Cependant c e l a  
ne s i g n i f i e  pas  que l'ammonium n 'a  pas  un e f f e t  déterminant s u r  l a  
composition d e  l a  biornasae, un des  aspects  impor tants  d i s c u t é s  a l a  p a r t i e  
su ivante .  
S ' i l  est  u t i l e  d rQva lue r  les rendements de  c ro i s sance  des c u l t u r e s  
embryogenes pour tenter de mieux comprendre l e u r s  besoins  n u t r i t i o n n e l s ,  
il a p p a r a î t  t o u t e f o i s  que la  comparaison des  va leu r s  de Y c  pour un 
nutr iment  donne e t  par rappor t  a 18accroissement  de l a  concent ra t ion  
i n i t i a l e  en ammonium e n t r e  O et 20 mM ne permet pas de déterminer  
i r r é fu tab lemen t  si  le nutriment limite ou non la  c ro i s sance  g loba le  de l a  
biomasse* C e l a  est par t icu l iè rement  évident  dans le c a s  des g luc ides .  En 
e f f e t ,  a l o r s  que les r é s u l t a t s  b r u t s  ind iquen t  que l a  c ro issance  de l a  
biomasse de t o u t e s  les cuvée6 cesse a p r b  l a  d i s p a r i t i o n  des g l u c i d e s  de 
l a  suspension (Figure 5.14 & Figures de l a  Sec t ion  1.9 de l 'Annexe), ce 
q u i  suppose que ceux-ci l a  l i m i t e n t  au moins en  p a r t i e ,  Yc[CHOt) e s t  
cons tan t  d'une cuvée a 1 'au t re  corne pour les rendements de c ro i s sance  par 
rapports a u  n i t r a t e  ou au calcium par  exemple, des  macronutriments qui ne 
s o n t  sIirement pae l imi t an t s .  C e c i  d i t ,  les r é s u l t a t s  de rendements de 
c ro i s sance  renferment sfrement des informations qui son t  omises dans l a  
p résen te  analyse mais q u i  s e r o n t  peut être mieux perçues par  l ' é t u d e  des 
rendements de production. 
5.2.3.2 Rmadaonts de production d'embryons aoiitiques 
C e t t e  p a r t i e  t r a i t e  des rendements de production (Yp) par rapport à 
l ' absorp t ion  e n  fonction du temps des  d ix  macronutriments principaux du 
milieu B5. Pour chaque macronutriment et pour chaque mode de  culture,  on 
représente  graphiquement l e e  valeurs de Y p  ca lcu lées  en fonction de l a  
concentrat ion i n i t i a l e  e n  cat ion ammonium des cuvées. L e s  v ingt  graphiques 
a i n s i  obtenues sont  regroupés en dix pairea, s o i t  une p a i r e  pour chaque 
macronutriment. Puisqu'en comparant l e m  deux graphiques de  chaque p a i r e  
aucun de6 dix rendements de production n 'apparaît  constant  dans lee deux 
modes de  c u l t u r e  a la  f o i s ,  l a  discussion porte donc sur  d i x  f igures  (5-25 
à 5.34) comptant chacune une paire  de  graphiques. Enfin lorsque pour un 
graphique donné il semble pert inent  de  t r a ce r  une d ro i t e  de régression, 
celle-ci est en trait p l e in  ei tou tes  les va leurs  du rendement e n  cauee 
sont coneidér6es et elle est en t ra i t  p o i n t i l l é  a i  une ou plusieurs 
valeura son t  exclues du calcul de rggreseion linéaire. 
La Figure 5.25 présente  les rendements de production ( Y p )  par rapport aux 
glucides to taux  (CH=). Deux in terprhta t ions  eemblent poss ibles  concernant 
les r 6 s u l t a t s  de la  cu l t u r e  en bioreacteurs (Figure  5.25-A)- S i  l'on f a i t  
exception de  l a  valeur  de Yp pour une concentration i n i t i a l e  d'ammonium de 
5 mM, on a un accroieeement continu dont la  pente de la  dro i t e  de 
régress ion sur les cinq valeurs retenues e s t  de -439 ES. Q'CHO. ( ~ M ~ N H , ) - ~  
(r2=0,986) Par  contre,  en tenant compte dee six valeure de Y p  on constate 
une augmentation t rh  marqu6e en t re  O e t  5 mM s u i v i t  d'une réduction ou 
d'un plafonnement e n t r e  5 e t  20 W. A l a  lumiere des r6eultats pour l a  
cu l t u r e  en f lacons  agités (Figure 5.25-B), où le nombre de torpilles par 
granane de glucides e ' acc ro î t  avec l a  concentration i n i t i a l e  d'ammonium à 
un taux constant  (rz=O, 916) d'environ 245 (ES -g'kE?û). l a  
première i n t e r p r é t a t i o n  apparaît  comme l a  plu8 p laus ib le -  Dans ce contexte 
l 'ensemble des r 6 s u I t a t s  de l a  Figure 5.25 indique que l a  culture en  
bioréacteure  permet d'obtenir  des rendements d e  production par rapport aux 
glucides qui sont  constamment eupérieure à ceux en  f lacons a g i t h .  Compte 
tenu de c e r t a i n e s  expl ica t ions  proposbes aux sous-sections précédentes 
voulant que la  d i f fé renc ia t ion  c e l l u l a i r e  s e r a i t  avantagée en bioréacteurs 
par le con t rô l e  de condit ions pa r t i cu l i è res  de cu l t u r e ,  le  présent constat  
Yp GLUCIDES TOTAUX (Embryons/ gCHO) Yp GLUCIDES TOTAUX (Embryons/ gCHO) 
s u g g k s  que cet avantage a nécessairement un l i e n  avec des  cond i t ions  qui 
f a v o r i s e r a i e n t  un metabolisme d i f f é r e n t  pour les glucides .  Ce m&abolisme 
& t a n t  aérobie  le  maintien de  l ' o x y g h e  dissous a un niveau cons tan t  de 20% 
est  vraieemblablement en cause. I l  est a u s s i  poss ib le  que les e f f e t s  d'un 
f a i b l e  kLa (-20 f o i s  moindre dans un b ioreacteur  2-L a g i t é  a 60 RPM par  
r appor t  à un f lacon a g i t é  -120 RPM) s u r  la concentra t ion  en  gaz 
carbonique puiese  y &tre pour quelque chose si, p a r  exemple, l a  f i x a t i o n  
non-photosynthétique de ce gaz est un fac teur  important (Payne et  a l .  
1990). 
À l a  Figure 5.26, les rendemente de production par r appor t  au n i t r a t e  pour 
les cuvées en bior6acteurs son t  tou jours  plue grands que pour c e l l e s  e n  
f lacon8 a g i t é s .  D e  plu8, les valeurs  d e  Yp[N%] en  b ioréacteura  (Figure 
5.26-A) passent abruptement de  -900 a -9500 ~ 8 . n m i o l e " ~ ~  s u r  l ' i n t e r v a l l e  
de concentra t ion  i n i t i a l e  en ammonium e n t r e  O e t  5 mM, pour e n s u i t e  se 
mainteni r  autour  de 9000 ~ e . m m o l e ' ' ~ ~  entre 5 e t  20 KIM. On d i s t i n g u e  un 
prof il analogue pour les va leurs  de Yp[Nq] en f lacons  (Figure  5 -26-B) , 
sauf que l 'accroissement est moins abrupte (-350 & -5000 ~ s . m m o l e ~ ' ~ 0 ~  s u r  
un i n t e r v a l l e  deux f o i s  p l u s  long: O à 10 mM) et que le  plafonnement se 
s i t u e  e n t r e  5000 et  6000 ~ s . n m o l e * ' ~ ~ ~  pour l e s  concentra t ions  e n  ammonium 
e n t r e  10 e t  20 W. En sonmie, le nombre maximum d'embryons par  mi l l imole  de 
n i t r a t e  obtenus dans du mi l ieu  B5 (25 mM i n i t i a l  de  c e t  anion)  est 
d'environ 9500 e n  b ioréacteurs  e t  6000 en flacons a g i t é s .  L e  plafonnement 
de  c e r t a i n s  types  de  rendements de production e t  l a  s u p é r i o r i t é  presque 
généra l i sée  des  va leurs  obtenues en b ioréacteurs  son t  d i s c u t é s  à l a  f i n  de 
c e t t e  p a r t i e .  Pour le moment il est in téreseant  de c o n s t a t e r  que les 
valeur6  maximales de  Yp[NO,] en b ioréacteure  sont  obtenues dans des milieux 
contenant in i t i a l ement  5 mM et  p lus  d'ammonium, a l o r s  que celles en 
f lacone a g i t e s  le sont  seulement dans des  milieux à 10 mM et p lus .  Ceci 
s i g n i f i e  que l ' a t t e i n t e  des mei l leurs  rendements de  production p a r  rappor t  
à l ' a n i o n  n i t r a t e  s e r a i t  p lue  dependante des condi t ions  de c u l t u r e  qui 
s o n t  cont rô lées  en b ioreacteurs  (concentrat ion e n  oxygène d i s s o u s  e t  
homogénéité de l a  suspension) mais qui ne le  sont  pas en f l acons  a g i t é s ,  
q u ' e l l e  ne le s e r a i t  de l a  concentrat ion i n i t i a l e  en ion  ammonium. 
/ A  
o l l l l , l l ~ l l l ~ l ~ l l l l  O 5 10 
15 S 
ION AMMONIUM. []initiale en mM 
F i g u r e  5.26 
Rendements de production (Yp) par rapport a l'anion nitrate (NO,) pour 
dif f grentes concentrations initiales en cation ammonium [NH,] r: 
A) Bioreacteurs B) Flacons agites 
D e  t ou te  évidence les r é s u l t a t s  de  l a  Figure 5.27 doivent  &tre analysés de 
la même manière que ceux de l a  f i g u r e  pr6cédente, et les conclusions q u i  
en découlent son t  eemblables. Ainsi,  en b io réac teurs  (Figure 5.27-A) les 
rendements de  production pa r  r appor t  a l ' an ion phosphate passent  de -16000 
B -93000 F,s.nim~le-'~~~ e n t r e O et 5 mM de concentrat ion i n i t i a l e  en ammonium 
puis ,  e i  on excepte la  v a l e u r  poseiblement t r o p  f a i b l e  a 15 mK, ils se 
maintiennent un niveau maximal autour de 90000 ~ s . n m o l e - ' ~ ~ ,  e n t r e  5 et  
20 mM. Quant aux va leurs  moyennes de rendement des cuvées en f l acons  
(Figure 5.27-8) elles passen t  de -7000 -36000 ~s.mmole '~~0,  sur 
l ' i n t e r v a l l e  de concentra t ions  i n i t i a l e s  en ammonium de  O e t  10 mM pu i s ,  
en excluant a u s s i  l a  va leur  t r o p  f a i b l e  a 15 mM, elles semblent plafonner 
autour de 37000 Ee.mmole-'PO,. On a donc un k a r t  de -90000 ~s.mmole-'PO, 
e n t r e  c e t t e  va leur  moyenne maximale de Y p  e n  f lacons  agites e t  celle en 
biorgacteurs.  Corne pour le n i t r a t e ,  les raieone probables d'un tel  écart 
son t  discut6es globalement B l a  f i n  de c e t t e  p a r t i e .  P a r  a i l l e u r s ,  on 
consta te  B nouveau que les v a l e u r s  maximale8 de Yp(P04] en b io réac teurs  
mont obtenues dane des  mil ieux contenant in i t i a l ement  S mM et p l u s  
d'ammonium, a l o r s  que celles en f lacons a g i t é s  (bien q u ' e l l e s  ne s o i e n t  
pas tres glevées)  le son t  dans des  milieux de 1 0  mM e t  p l u s  en ammonium. 
À c e t  égard, l ' i n t e r p r é t a t i o n  l a  plus p l a u s i b l e  e s t  la m ê m e  que 
précéderment, s o i t  que l ' a t t e i n t e  des me i l l eu r s  rendements de production 
par  rapport l ' a n i o n  phosphate s e r a i t  p l u t ô t  dependante des condi t ions  de 
c u l t u r e  qu i  son t  cont rô lées  e n  b ioréacteurs ,  mais q u i  ne l e  sont  pas  en 
f lacons  a g i t é s ,  q u ' e l l e  ne l e  s e r a i t  de l a  concentra t ion  i n i t i a l e  en 
ammonium. 
La Figure 5.28 montre que dans les deux modes de  c u l t u r e  les rendements de 
production par  rappor t  à l ' an ion  chlorure augmentent avec l 'accroissement 
de l a  concentrat ion i n i t i a l e  en  ammonium, Compte t enu  que pour une 
concentrat ion i n i t i a l e  donnée d'ammonium l a  va leur  de  Yp[Cl] obtenue en 
bioréacteur est toujoure  de deux a t r o i s  f o i e  supérieure a c e l l a  obtenue 
en flacons, les pentes  des  deux d r o i t e s  de rég ress ion  s o n t  respectivement 
de -14162 ES .mole-'CL. ( ~ M ~ N H . , )  " (r2=0,876} en b ior6acteurs  (Figure 5.28- 
A )  e t  de -11871 ~ s . r n o l e - ' ~ l .  (mM-NH,) " (rz=0,927) en f lacons a g i t é s  
(Figure 5 . 2 8 4 ) .  Selon c e t t e  tendance commune aux deux modeo de c u l t u r e ,  
ION AMMONIUM, []initiale en mM 
Figure 5.27 
Rendements de production (Yp) par rapport à l'anion phosphate (PO,) pour 
diffgrentes concentrations initiales en cation ammonium [NH,],: 
A) Bioreacteurs 6) Flacons agités 
ION AMMONIUM, [ ]initiale en mM 
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Fiaure 5.28 
Elendemente de production (Yp) par rapport l'anion chlorure (Cl) pour 
différentes concentratione initiales en cation ammonium [NH,Ii: 
A) Bioréacteurs B) Flacons agites 
on peu t  donc supposer que la  concentra t ion  en anion chlorure  du mi l ieu  B5 
s u f f i t  a souteni r  l a  production acc rue  d'embryons somatiques qu' implique 
une augmentation de l a  concentra t ion  i n i t i a l e  en c a t i o n  ammonium, Quant 
aux différences e n t r e  les deux modes de  cu l tu re ,  elles s o n t  d i s c u t é e s  
globalement à l a  f i n  de cette partie. 
L'analyse des r é s u l t a t s  de rendements de  production pa r  r appor t  à l ' a n i o n  
s u l f a t e  (Figure 5.29) indique une augmentation r a p i d e  e n t r e  O e t  5 mM 
d8antmonium su iv ie  d'une diminution ou m ë m e  d'un plafonnement p o u r  les 
cuvées en b ioréacteut8  (Figure 5.29-A).  Cependant é t a n t  donné que chacune 
des  v a l e u r s  de l a  Figure 5.29-A ne concerne qu'une s e u l e  cuvée en 
b io réac teur ,  que l a  valeur  en  f l a c o n s  pour l a  concentra t ion  i n i t i a l e  e n  
ammonium de 2 mM (Figure 5 .29 -8 )  est une moyenne de sept r é s u l t a t s  
exp6rimentaux (conséquemment p l u s  j u s t e  que l a  va leur  correspondante en 
b i o r é a c t e u r )  et que les valeur8 d e  Yp[SO,] des cuvées en f l acons  (Figure  
5.29-B) augmentent continuellement avec l 'accroissement de la  variable 
indépendante, il apparaît p l u s  cohérent  de  chercher une tendance s i m i l a i r e  
pour les cuvées en bior6acteure.  Dans cette optique (et  f a i s a n t  except ion  
des  rendements de production pour les concentra t ions  i n i t i a l e s  e n  ammonium 
de  2 e t  5 mM) on a l a  d r o i t e  de r6gress ion  de l a  Figure 5.2944 dont l a  
pen te  est de -5034 ES . m m o l e " ~ ~ ~ .  (rnMmNH4)-' (rz=0,998) . Comparativement, 
l a  pen te  de l a  d r o i t e  de r ég ress ion  de l a  Figure 5-29-B est de -3289 
~s.mmole'' SO,. (~M-NH~)'' (r2=0,960) e n  excluant  l a  valeur a 15 mM qui est 
vraisemblablement surévaluée. S ' i l  est j u s t i f i é  d ' é t a b l i r  une même 
tendance pour lee  deux modes de c u l t u r e ,  on r e t i e n t  de c e t t e  ana lyse  que 
les v a l e u r s  de Yp[SO,] en b io réac teurs  son t  tou jours  p lus  grandes que 
c e l l e s  e n  flacons et que le t aux  d'accroissement de ces v a l e u r s  en 
fonc t ion  de l a  concentrat ion i n i t i a l e  en ammonium est environ 35% 
s u p é r i e u r  e n  bior6acteurs.  Ces deux c o n s t a t s  étant forcement reliés aux 
d i f f é r e n c e s  dans les condi t ions  de c u l t u r e  des deux modes, ils sont 
d i s c u t e s  globalement l a  f i n  de c e t t e  p a r t i e .  P a r  contre,  t o u t  comme 
précédemment pour l ' an ion chlorure ,  on peut  conclure que l a  concen t ra t ion  
en  anion s u l f a t e  du mil ieu BS s u f f i t  dans les deux modes d e  c u l t u r e  à 
s o u t e n i r  l a  production accrue d'embryons somatiques qu'implique une 
augmentation de l a  concentrat ion i n i t i a l e  en ca t ion  ammonium, 
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Figure 5 .29  
Rendements d e  production (Yp) par rapport à l 'anion sulfate (SO,) pour 
di f fgrentes  concentrations i n i t i a l e s  en  ca t ion  animonium [N&]~: 
A )  Bioréacteurs B )  Flacons agites 
La Figure 5-30 indique qu'en bior6acteurs corne en f lacons a g i t é s  L e s  
rendements de  production d'embryons t o r p i l l e s  pa r  rappor t  à l ' absorp t ion  
du ca t ion  ammonium augmentent avec l 'accroissement de  s a  concentra t ion  
i n i t i a l e  s u r  l ' i n t e r v a l l e  2 15 mM, et que dans les deux c a s  il y a 
poesiblement diminution de Yp[NH4] e n t r e  15 et  20 mM. Ainsi ,  le  rendement 
maximal de  production est a t t e i n t  pour une concentrat ion i n i t i a l e  de 15 mM 
d'annnonium e t  il correspond à -17400 ~ a . m m o l e " ~ ~ ~  en b io réac teurs  e t  à 
-10450 ~s. rmnole 'NH~ en flacons. D e  p lus ,  s u r  l ' i n t e r v a l l e  2 a 15 mM, t o u t e s  
les valeurs  d e  rendemente en biorQacteurs s o n t  égales  ou p lus  grandes aux 
valeurs  obtenues en  f lacone a l o r s  que la pente de l a  d r o i t e  de r&gress ion 
de  l a  Figure 5.30-A est plue du double de c e l l e  de l a  Figure 5.30-6 (-1049 
versus -506 ~s.mmole-'W. (rnM-)" avec des  c o e f f i c i e n t s  r a  de 0,962 e t  
0,861 respectivement) .  La eupér io r i t é  encore une f o i s  évidente  de l a  
c u l t u r e  en b io réac teurs  s u r  c e l l e  en f lacons  est d i s c u t é e  la f i n  de  
c e t t e  p a r t i e .  Enfin, d'après l e s  r é s u l t a t e  de l a  Figure 5.30, l a  
concentra t ion  i n i t i a l e  d'ammonium q u i  est optimale pour l a  production 
d'embryons eomatiques en milieu 85 e t  avec la  l ignée  d e  c a r o t t e  SPlb se 
s i t u e  t r k  certainement autour d e  15 mM dans les deux modes de cu l tu re .  
Les va leurs  de rendements de  production par  rappor t  au c a t i o n  sodium d e s  
graphiques de  l a  Figure 5.31 s ' acc ro i s sen t  avec l 'augmentation de l a  
concentra t ion  i n i t i a l e  en ammonium dans les deux modes d e  cul ture .  Pour l e  
mode biort5acteurs (Figure  5.31-A), en excluant l a  valeur à 5 mM a cause de 
aa  t r o p  grande marge d 'e r reur  (*84%) mais en  conservant t o u t  de m ê m e  c e l l e  
à 20 mM ( e r r e u r =  *33%) , on o b t i e n t  pa r  régress ion  l i n é a i r e  une c o r r é l a t i o n  
(ra=0,986) dont la pente de l a  d r o i t e  e s t  d'environ 21952 ES-mole-nu a. 
( m M ~ N E I , ) " .  Pour le mode f lacons  a g i t é s  (Figure 5.31-6) , seulement q u a t r e  
va leurs  s o n t  d isponibles  e t  le c a l c u l  de l a  d r o i t e  de r ég ress ion  donne une 
pente d'environ 12950 ES .mmole"~a. (rn&fmNH4)-' ( r a = O ,  9 9 8 )  . On en dédui t  que 
l a  concentra t ion  en sodium du mil ieu B5 r é g u l i e r  permet, à l ' i n t é r i e u r  des 
condition8 propres iL chaque mode de cu l tu re ,  de sou ten i r  l a  production 
accrue d'embryons qu'implique une augmentation de l a  concentra t ion  
i n i t i a l e  en ammonium de O e t  20 UN. 
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Figure 5 . 3 0  
Rendements de production (Yp) par rapport au c a t i o n  ammonium (NH,) pour 
différentes concentrations in i t i a l e s  en cation ammonium [NH4ji: 
A )  Bioréacteurs B )  Flacons agités 
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Figure 5 .31  
Rendements de production ( Y p )  par rapport au cation sodium ( N a )  pour 
différentes concentrations i n i t i a l e s  e n  cation ammonium [NE?,];: 
A) Biordacteurs B )  Flacons ag i t é s  
Les va l eu r s  de  rendements d e  product ion par rappor t  a l ' abso rp t ion  du 
potassium (Figure  5.32) ind iquent  que, dane chaque cuv6e e t  dans chaque 
mode de c u l t u r e ,  l a  q u a n t i t e  d e  K+ s u f f i t  B s o u t e n i r  l ' accro issement  de 
product ion r é s u l t a n t  d e  1 ' augmentation de l a  concent ra t  i o n  en ammonium. On 
n o t e  a u s s i  que les rendements des  cuvées en  b io réac t eu r s  s o n t  quelque peu 
supé r i eu r s  B ceux dee cuvées e n  f l acons  pour une même concent ra t ion  
i n i t i a l e  en ammonium, b i e n  que l a  pen te  de la  d r o i t e  de  r e g r e s s i o n  d e  la  
F igu re  5.32-A (-1400 ES .mole-'K. (mM=~ti,)-' avec ra=0,829 ) est légarement 
moindre que c e l l e  de la Figure  5.32-B (-1758 Ee .mole-'K. (*-NH,)*[ avec 
r2=0,942). Considérant que chacune d e s  va l eu r s  de  Yp[K] r epose  s u r  peu d e  
données expérimentales  e t  qu'il n'y a pas d e  va leur  pour  l a  cuvée e n  
b io réac t eu r  débutée avec 20 mM d'ammonium, ces  d i f f e r e n c e s  ne peuvent pas 
O t r e  concluantes.  Par  a i l l e u r s  on expl ique  au chap i t r e  précedent  (sous- 
s e c t i o n  4.2.1 e t  Tableau 4.2) que, de tous  l e e  macronutriments du mi l ieu  
B5, le  potassium est le s e u l  dont  la  concent ra t ion  i n i t i a l e  e s t  a f f e c t é e  
p a r  les modif icat ions r e q u i s e s  pour f a i r e  v a r i e r  la concen t r a t ion  i n i t i a l e  
e n  ammonium. Ainsi ,  l a  concen t r a t ion  i n i t i a l e  du potassium est d e  -27 rnM 
quand c e l l e  e n  ammonium est à O mM, elle est à -25 mM l o r s q u e  c e l l e  en  
ammonium est de 2 mM (B5 r é g u l i e r ) ,  m a i s  elle est r é d u i t e  à environ 22, 
17, 12 e t  7 mM quand celle d e  l'antmonium e s t  a j u s t é e  B 5, 10,  15 e t  20 mM 
respectivement.  Dans c e  contexte ,  m ê m e  s i  les r é s u l t a t s  de l a  Figure 5.32 
confirment que le potassium n ' e s t  l i m i t a n t  dans aucune cuvée (et donc que 
l 'hypothèse d e  la  sous-sect ion 4.2.1 est v a l a b l e  au moine p a r t i e l l e m e n t ) ,  
il demeure néanmoine poss ib l e ,  t e n a n t  compte des  conclusione de Brown et  
ses col lègues  ( l976) ,  que l a  product ion d'embryons e t  conat5quemment les 
rendements de product ion par r a p p o r t  au potaseium a u r a i e n t  6 t B  plue  &levés 
dans  les cuvées contenant  i n i t i a l e m e n t  p lus  de 5 mM d'ammonium, s i  l a  
concent ra t ion  e n  K+ a v a i t  été maintenue cons tan te  d'une cuvée  à l ' au t r e .  
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Figure 5.32 
Rendements de production (Yp) pax rapport au cation potassium ( K )  pour 
d i f f é r e n t e s  concentrations i n i t i a l e s  en c a t i o n  ammonium [NH,),: 
A )  Bioréacteurs B )  Flacons a g i t é s  
Comparativement a t o u t e s  les va leurs  de rendements de  production évaluées,  
c e l l e s  p a r  rappor t  au ca t ion  magdsium (Figure 5.33) son t  les s e u l e s  où 
les r é s u l t a t s  en  b ioréacteurs  ne son t  pas t o u s  égaux ou supér ieu r s  h ceux 
en f lacons .  En e f f e t ,  a l o r s  que les valeurs  en b io réac teurs  son t  p lus  
grandes que c e l l e s  en f lacons pour des  concentra t ions  i n i t i a l e s  d'ammonium 
de 2 e t  5 mM, elles l e u r s  sont  i n f é r i e u r e s  pour 15 et 20 mM. Par  a i l l e u r s ,  
le p r o f i l  des  rendements en b ioréacteurs  (Figure  5.33-A) s 'apparente  à 
ceux des  anione n i t r a t e  (Figure 5.26) e t  phosphate (Figure  5.27) puisque 
l a  va leur  de  Yp[Mg] en fonction de  l a  concentra t ion  i n i t i a l e  en ammonium 
passe  d'un minimum h un maximum de -260000 ~ s . m o l e - k g .  (mMwNEi4)-' s u r  
l ' i n t e r v a l l e  O b 5 mM et q u ' e l l e  plafonne e n s u i t e  autour  de ce maximum 
pour 5 a 20 mM. L'absorption du magn4sium n'ayant pas  &té mesurge pour les 
cuvies  en  flacons comptant in i t i a l ement  10 m d'ammonium (Figure  5.33-B), 
il n ' e s t  pas poss ib le  de dgterminer s i  les va leurs  d e  Yp[Mg] pour ce mode 
de c u l t u r e  su iven t  a u s s i  un tel  p r o f i l .  Toutefois ,  en se r é f é r a n t  aux 
plafonnements cons ta tée  avec le n i t r a t e  et l e  phosphate (Figures  5.26 & 
5.27 ) , on peut  suppoeer q u ' i l  y a u r a i t  accroissement e n t r e  O e t  10 mM 
d'ammonium e t  qu'il y aurait plafonnement autour  de 302000 ~s.mmole" 
~ g .  ( ~ M ~ N H , ) - ' )  s u r  l ' i n t e r v a l l e  10 20 m. Quoiqu' i l  en a o i t ,  on 
cons ta te  quand même qu'un milieu B5 contenant au moins 5 rnM d'ammonium 
permet d 'ob ten i r  un rendement maximal pa r  rappor t  au magnésium en 
b io réac teur  a l o r s  que c e  n 'es t  p a s  le cas en f lacons .  En conséquence, i c i  
a u s s i  l ' a t t e i n t e  d e s  mei l leurs  rendements de  production a e r a i t  p lus  
dépendante d e  certaines condit ions de c u l t u r e  q u i  son t  con t rô lées  en 
b ior6acteurs  mais qui ne le son t  pas en f lacons  que de  l a  concentra t ion  
i n i t i a l e  en ammonium. 
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Figure 5 .33  
Rendements de  production ( Y p )  par rapport au c a t i o n  magnésium (Mg) pour 
d i f f é r e n t e s  concentrations i n i t i a l e s  en cation ammonium [NH,Ji: 
A )  Bioreactsura B) Flacons a g i t é s  
D e s  r é s u l t a t s  de rendements de  product ion par r a p p o r t  au c a t i o n  calcium 
pour les cuvées en b io réac t eu r s  (Figure 5.34-A), deux p o s s i b i l i t é s  
p r i n c i p a l e s  s o n t  concevables. Du b i e n  on cons idgre  que les va leurs  d e  
Yp[Ca] augmentent e n t r e  O et 5 mM d'ammonium, diminuent e n t r e  5 et  10 mK, 
p u i s  demeurent peu p r è s  cons t an te s  e n t r e  10 et 20 mM, ou b i e n  on e x c l u t  
la  v a l e u r  d e  Yp[Ca] a 5 mM d'ammonium et on estime q u ' i l  y augmentation 
e n t r e  O e t  2 mM pu i s  que les rendements de product ion à 2, 10, 15 et  20 mM 
plafonnent  au tou r  d'une cons tan te  d o n t  la  moyenne serait d 'environ 134300 
~s.mmole-ka.  À l a  d i f f é r e n c e  d'une s i t u a t i o n  un peu comparable rencont rée  
avec  les r é s u l t a t s  pour Yp[SO,] (F igu re  5 . 2 9 ) ,  i c i  la  tendance  observée 
pour  les cuvées en f l acons  (F igure  5.34-B) a i d e  peu c h o i s i r  parmi c e s  
deux p o s s i b i l i t é s  c a r  elle ne correspond a aucune d ' e l l e s .  Cependant é t a n t  
donné que chacune des v a l e u r s  de  la  Figure  5.34-A ne concerne qu'une s e u l e  
cuvée, que l a  va l eu r  en f l acons  pour l a  concent ra t ion  i n i t i a l e  e n  ammonium 
d e  5 mM (F igu re  5.34-8) est une moyenne de  deux r e s u l t a t s  expérimentaux 
(donc probablement p lus  j u s t e  que la  va leu r  cor respondante  en  b i o r é a c t e u r )  
e t  comme les va leu r s  de  Yp[Ca] e n  f l acons  augmentent graduellement avec  
l ' a cc ro i s semen t  de  l a  v a r i a b l e  independante,  il a p p a r a î t  p l u s  p l a u s i b l e  
d ' i n t e r p r é t e r  les r é s u l t a t s  des  cuvées en b io r6ac t eu ra  (F igu re  5.34-A) 
c o r n e  p la fonnant  e n t r e  2 e t  20 mM, q u i t t e  à ce q u ' i l  p u i s s e  en f a i t  y 
a v o i r  un c e r t a i n  accroissement s u r  c e t  i n t e r v a l l e .  S ' i l  y a plafonnement 
c ' e s t  q u ' i l  y a une forme de l i m i t a t i o n  n u t r i t i o n n e l l e  dans les cuvees e n  
b i o r e a c t e u r s  s u r  c e t  i n t e r v a l l e  e t  ei, comme en f l acons ,  il y a 
accroiaeement on peut supposer que l a  concent ra t ion  en  c a t i o n  calcium du 
m i l i e u  B5 s u f f i t  dans les deux modes de c u l t u r e  3 s o u t e n i r  l a  product ion 
a c c r u e  d'embryons qu'implique l 'augmentation d e  l a  concen t r a t ion  i n i t i a l e  
e n  c a t i o n  ammonium. Enfin, on r e t i e n t  a u s s i  d e  c e t t e  ana lyse  que les 
v a l e u r s  d e  Yp[Ca] en b io réac t eu r s  s o n t  plua grandes  que celles e n  f l acons  
sauf  pour une concent ra t ion  i n i t i a l e  e n  ammonium de  20 mK (F igu re  5.34) .  
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Figure 5.34 
Rendements de production (Yp) par rapport au cat ion calcium (Ca) pour 
differentes concentrationa in i t ia les  en cation ammonium [NH,],: 
A )  Bioréacteurs B )  Flacons ag i tés  
Avant de te rminer  cette d e r n i è r e  p a r t i e  du Chap i t r e  5, il importe d'en 
f a i r e  une s y n t h h e  et, au besoin, de c o n t r a s t e r  les p r i n c i p a l e s  tendances 
observées parmi les r é s u l t a t s  de rendements d e  product ion  a f i n  d'en 
d i scu te r  p lus  globalement. Pour ce f a i r e ,  ces tendances s o n t  resumees 
schématiquement au Tableau 5.13 pour les c u l t u r e s  e n  b i o r é a c t e u r s  e t  au 
Tableau 5.14 pour les cuvées en f lacons agi t&,  Dans c e s  tab leaux,  les 
symboles t, 4 ou -est s i g n i f i e n t  respectivement que les v a l e u r s  de Y p  pour 
1 ' i n t e r v a l l e  en  cause  peuvent être consid6rées comme augmentant, diminuant 
ou demeurant cons tantes ,  Une combinaison d e  deux de ces t r o i s  symboles est 
pa r fo i s  u t i l i s é e  a f i n  d e  des igner  des r é s u l t a t s  menant à une ambiguité qui 
a e t 6  d i s c u t é e  prealablement.  L a  colonne de  d r o i t e  des  Tableaux 5.13 et  
5.14 indique si les v a l e u r s  de  Yp tendent  ou non à p la fonner  pour  le 
nutriment et  le mode d e  c u l t u r e  en quest ion.  
Retournant systématiquement chaque graphique de chacune d e s  dix figures 
pr&cédentes, on remarque d'abord dans les quatorze cas s u r  d ix-hui t  où il 
a été poes ib le  de dé terminer  une valeur de  Y p  pour les cuvées ne  contenant 
pas d'ammonium i n i t i a l e m e n t  O mM) que c e t t e  v a l e u r  correspond 
toujours  au po in t  minimum du graphique. O n  note donc que quelque s o i t  le 
mode de c u l t u r e ,  l ' absence  i n i t i a l e  d'ammonium dans  le  m i l i e u  c o n s t i t u e  
une l i m i t a t i o n  n u t r i t i o n n e l l e  à l a  production d'embryons somatiques sans 
t o u t e f o i s  l a  rendre  complétement impossible. Par a i l l e u r s ,  d'après les 
mesures de Yp[NH4] dans les deux modes d e  c u l t u r e  (Figure 5 . 3 0 ) ,  une 
concentrat ion i n i t i a l e  e n  atumonium de 1s mM s e r a i t  p r & ~  d'un optimum pour 
l ' u t i l i s a t i o n  du m i l i e u  B5 dans l a  c u l t u r e  de SPlb. 
Les Tableaux 5-13 e t  5.14 indiquent que les va leu r s  de Y p  par rapport au 
n i t r a t e ,  au phoaphate et au magn4sium plafonnent dans  les deux modes d e  
cul ture .  Les pointa  d ' i n t e r r o g a t i o n  ( 3 )  du Tableau 5.13 ind iquen t  q u ' i l  y 
a peut  B t r e  a u s s i  des plafonnements par rappor t  au s u l f a t e  et au calcium 
mais qu ' il s ' a g i t  d * i n t e r p r é t a t i o n s  douteuses puisqu ' il y aurait alors 
cont radic t ion  e n t r e  les r é s u l t a t s  des cuvées en b i o r é a c t e u r a  et ceux des 
cuvees en f lacons  S 'en t e n a n t  aux plafonnements d e s  v a l e u r s  d e  Yp[N@], 
Yp[P04J  e t  Yp[Mg], ceux-ci peuvent i n t e r p r é t é s  comme d e s  s i g n e s  q u ' i l  y a 
Tableau 5.13 
Rendements de product ion (Yp): Résumé des p r i n c i p a l e s  tendances  observées 
dane les cuvées en  b i o r é a c t e u r s  2-L 
INTERVALLE de CONCENTRATION INITIALE e n  NH, 
Glucides t t t t t 
( F i g u r e  5.25-A) 
ANIONS 
Nitrate t t -est - c s t  -cst 
( F i g u r e  5.26-A) 
Phosphate -ce t  t -cet -est -cet 
(Figure 5.27-A) 
Chlorure T t t t t 
(F igu re  5.28-A)  
Sulfate t t 4 t c c a t  t ~ c e t :  
( F i g u r e  5.29-A) 
CATIONS 
Ammonium NA t t t L 
(F igu re  5.30-A) 
Sodium t t t t T 
( F i g u r e  5 .31 -A )  
Potassium t t &,cet t ND 
(F igu re  5.32-A)  
Magnés ium t t -cs t  -cst - c s t  
(F igu re  5.33-A) 
Calcium t t,-cst &,-cet - c s t  -ce t  













NA = Non Applicable  ND = Non Disponib le  
Tableau 5.14 
Rendements de production ( Y p ) :  Résumé des pr inc ipales  tendances observées  
dans  les cuvées en f lacons  a g i t é s  d e  500-mL 
INTERVALLE de CONCENTRATION INITIALE en NH, 
HACRO- 0 à 2  2 a s  s a 10 10 a rs 15 à 20 
NUTRIMENT mM mM: mM nû4 mM 
Glucides t T T t t 
(Figure  5.25-8) 
ANIONS 
N i t r a t e  t t t -est - e s t  
(Figure 5.26-B) 
Phosphate t -cst  t -cat -cet 
(Figure  5.27-3) 
Chlorure t t t t t 
(Figure  5.28-B) 
S u l f a t e  t t t t t 
(Figure  5.29-8) 
CATIONS 
Anmonium NA T a c s t  t t t 
(Figure  5.30-B) 
Sodium ND t ND (sais ) t t 
(Figure  5.31-B) 
Potaeeium ND T ND (Sais) t t 
(Figure 5.32-B) 
Magnée ium ND T ND ( SA15 ) t -cet  
(Figure  5 -33-8) 
Calcium ND T ND ( S U S )  T t 











o u i  
non 
NA = Non Applicable ND = Non Disponible 
peut  etre, dans chaque cas,  une forme de l i m i t a t i o n  n u t r i t i o n n e l l e  au 
développement des  embryons somatiques jusqu'au s t a d e  t o r p i l l e .  Dans cette 
optique,  le f a i t  que les v a l e u r s  de Yp par  rapport  a un d e  c e s  t r o i s  ions  
plafonnent à p a r t i r  d'une c e r t a i n e  concentration i n i t i a l e  en  ammonium (1 
5 mM en b ioreacteurs  e t  h 10 mi4 en  flacons a g i t é s )  e i g n i f i e r a i t  qu'au 
moins un de ces ions n ' e s t  pas  p résen t  en concentrat ion s u f f i s a n t e  dans le 
mil ieu  de c u l t u r e  pour e o u t e n i r  l ' e f f e t  p o s i t i f  s u r  l 'embryogenèse de 
l'augmentation en ammonium. gvidennnent, comme il y a plafonnement pa r  
rappor t  t r o i s  macronutriments, il est possible que le mi l ieu  de c u l t u r e  
s o i t  l imi tan t  pour un, deux ou t r o i s  de ceux-ci se lon  les i n t e r - r e l a t i o n s  
e n t r e  eux dans le métabolisme c e l l u l a i r e .  S i  l a  l i m i t a t i o n  ne concerne 
qu'un seul  des t r o i s  ions ,  a l o r s  les a c t i v i t é s  métaboliques des deux 
a u t r e s  en dépendraient. Similairement,  s i  l a  l i m i t a t i o n  concerne deux des  
t r o i s  ions, a l o r s  l ' a c t i v i t g  métabolique du t ro is ième dépendra i t  de l ' u n  
e t /ou  de l ' au t re .  
Les r é s u l t a t e  ne permettent pas  de  savoir  l eque l  (ou l e s q u e l s )  d e  c e s  
t r o i s  ions est (ou son t )  Limitant  (8)  . Néanmoins, s ' il f a l l a i t  f a i r e  un 
choix e n t r e  les anion6 n i t r a t e  et phosphate dont l e  mi l ieu  B 5  c o n t i e n t  des  
concentrat ions i n i t i a l e s  r e s p e c t i v e s  de  25 e t  1,l mM, on p o u r r a i t  supposer 
que le second est probablement l i m i t a n t  c a r  il est e s s e n t i e l  5 la 
const ruct ion  des  mol4cules d 'ac ide  désoxyribonucléique (ADN) a i n s i  qu'au 
bon diroulement de tout le métabolisme Bnerggtique des c e l l u l e s ,  a l o r s  que 
comme source d 'azote  l e  n i t r a t e  est d 'autant  moina important que l a  
concentrat ion en ammonium augmente. Cependant s ' i l  f a l l a i t  t r a n c h e r  e n t r e  
l ' an ion  phosphate e t  le c a t i o n  magnésium (1 mM dans B5) l e  cho ix  serait 
impossible compte tenu que ce c a t i o n  est t o u t  a u s s i  ind i spensab le  au 
métabolisme Bnergétique aé rob ie  des  c e l l u l e s  que le phosphate. En e f f e t  
d 'après  Lehningex (1982), presque t o u t e s  les enzymes de l a  g lyco lyse  
c e l l u l a i r e  se l i e n t  sp6cifiquement aux complexes que forme le c a t i o n  MQ+ 
avec le  groupement phosphate de8 intenngdiairee de l a  g lyco lyse ,  de 
l 'adénosine di-phosphate (ADP) et de  l 'adénosine tr i -phosphate (ATP). D e  
p lus ,  l e s  d ive r ses  chlorophyl les  du regne végéta l  é t a n t  des  complexes 
moléculaires du magnésium, il n ' e s t  pas impossible ( b i e n  que p l u s  
spécu la t i f  que l ' h y p o t h h e  précédente)  qu'une p lus  grande q u a n t i t é  d e  c e  
celui-ci soit nécessaire au développement des cellules du pôle apical des 
embryons de carottes et donc a leur maturation jusqu'a la forme torpille. 
Seule une comparaison entre des cuvées effectuées à partir d'un inoculum 
cornun, mais où les concentrations en magnésium et en phosphate du milieu 
B5 seraient modifiées, permettrait de vérifier ces hypothèses. 
La possibilité de faire de telles inférence8 quant aux limitations 
nutritionnelles potentielles du milieu ES montre à quel point le protocole 
expérimental suivi et la mesure des rendemente de production peuvent être 
utiles dans une démarche systématique visant l'optimisation de tout milieu 
de culture. Toutefois, il eet clair que cette démarche est imparfaite et 
qu'elle comporte certaines contradictions. En effet, si le plafonnement 
des valeurs de Yp par rapport a un nutriment donné et en fonction de 
l'accroissement de la concentration initiale en ammonium doit être 
considéré comme un indice de limitation nutritionnelle, pourquoi un tel 
plafonnement n'est-il pas observé pour les glucides que l'on sait limiter 
au moine en partie la croieeance de la biomasse (Figure 5.14 & Figures de 
la Section 1.9 de l'Annexe) et conséquemnient l'obtention d'embryons 
somatiques? Sans condamner l'ensemble de la démarche adoptée, cette 
contradiction souligne la difficulté 2 interpréter les rendements de 
production avec le concept de limitation nutritionnelle tel que défini. 
Cette difficulté tient entre autre aux faits que l'enrbryogen&se somatique 
est un proceesus de diffkenciation cellulaire lié A la croissance et que 
la limitation nutritionnelle est un aspect intrinséque de la methode 
cuvée, car A moins qu'une culture ne produi~e une substance inhibant son 
propre dt5veloppement ou qu'il y ait ajouts de nutriniente (dans lequel cas 
il faut plutet parler ce cuvee-alimentee) toute culture-cuvée doit 
nécessairement devenir limitée en un matériau quelconque et éventuellement 
cesser de se développer. 
La comparaison des Tableaux 5.13 et 5.14 met aussi en évidence qu'en 
bioreacteura les plafonnements des valeurs de Yp se manifestent toujours 
dans des milieux de culture contenant initialement moins d'ammonium qu'en 
flacons agités: 5 mM vereue 10 mM pour le nitrate, 5 mM versus 10 mM pour 
le phosphate et 5 mM vereus 15 mM pour le magnésium. Dans chacun de ces 
cae, cette diffaSrence est interprétee pr6cédemment comme une preuve que 
l'atteinte des meilleurs rendemente de production dépendrait plus des 
conditions de culture qui sont contrôlées en bioréacteurs mais qui ne le 
sont pas en flacons agités, qu'elle ne dépendrait de la concentration 
initiale en ammonfum. En d'autres termes, les conditions en bioréacteurs 
(principalement le contrele de la concentration en oxygène dissous et le 
maintien de l'homogénéité de la suspension) étant plus favorables à 
l'embryogenèse somatique que ne le sont celles en flacons, les limitations 
nutritionnelles de BS se révsleraient pour une concentration en ammonium 
moindre dans le premier mode que dans le second. 
Un aspect que l'on mentionne tout au long de cette partie, mais dont il 
est plus approprie de traiter globalement maintenant, est le fait que les 
valeur6 de Yp obtenues en bioréacteurs sont généralement supérieurea ou au 
moins égales a celles obtenues en flacone agites. On ne compte que trois 
exceptions où La valeur moyenne de Yp en flacons est plus grande que celle 
en biorgacteurs: Yp[Mg] pour les cultures contenant initialement 15 et 20 
mH d'ammonium (Figure 5-33), ainsi que Yp[Ca] pour les culture8 ayant une 
concentration initiale en ammonium de 20 mM (Figure 5.34). Si elle eet 
significative, la supériorité des valeurs de Yp en bioréacteurs sur celles 
en flacons peut s'expliquer par les différences dans la composition de la 
biomasse des cuvt5e6, différences qui découleraient elles mêmes des 
conditions de culture particulières dans un mode et dans l'autre. Dans le 
bioréacteur utilisé, le contrdle de l'oxyghe dissous et de l'agitation 
favoriserait la différenciation cellulaire, de sorte qu'il y aurait un 
nombre moindre de cellules indifférenciées compétitionnant avec les 
cellules différenciees (embryons) pour les macronutriments considérés. 
Inversement, la culture non contrôlée en flacons agités ne serait pas 
autant favorable au processus de différenciation si bien que la proportion 
plus grande de cellules indifférenci6es qui en résulte ee traduirait par 
une compétition accrue pour les mgmes macronutriments et donc par des 
rendements de production moindres par rapport leur absorption. 
Enfin, il convient de rappeler qu'il n'est pas possible d'6valuer si les 
tendances observées dane les calcule de rendements de cette partie sont 
etatistiquement significatives car, pour chacune des six concentrations 
initiales en ammonium, chaque résultat repoee sur une seule cuvée en 
bior6actaur et sur un nombre variable de cuv6es en flacons. L'estimation 
dee rendements de production reste un exercice tout de méme valable qui, 
corne l'étude dea rendements d e  croissance, renferme aussi probablement 
des informations omises dana la présente analyse. 
6.1 C0NQ;iUSf ONS 
6.1.1 AZTBINTB DES OBJECTTFS 15T CONCLVSIONS 0-s 
En ré fé rence  aux r é s u l t a t s  du Chapi t re  5 ,  il apper t  que les h u i t  sous- 
o b j e c t i f s  formul6s au Chapi t re  3 son t  t o u s  a t t e i n t s .  
i) Diverses l ignées embryoghes capables  d e  c r o î t r e  e n  euspension dans 
le  mi l ieu  BS fu ren t  obtenues & p a r t i r  de t i s e u e  somatiques de c a r o t t e s  
appartenant  d i f  f érentee vari&& commerciales, dont l a  v a r i e t 6  S i x  Pack. 
ii) Une methode de c u l t u r e  cuvée q u i  permet d e  p rodu i re  eyetématiquement 
des  embryons somatiquee e n  f lacon8 agites e t  en b i o r é a c t e u r  B rubans 
hél icoïdaux a été déf in ie  et  miee en a p p l i c a t i o n .  
iii) La l i gn6e  SPlb a é t 6  e é l e c t i o m 6 e  conmie exnbryogene et bien  adaptée  
à la  c u l t u r e  in v i t r o  en  f l acons  agités, a i n s i  qu'en b io réac teu r  avec 
c o n t r ô l e  de l a  concentrat ion en oxygène d i s sous  a 20%. 
iv) D e s  e é r i e s  de cuv6es debutees avec des concent ra t ions  d i f f é r e n t e s  en  
c a t i o n  ammonium ont  Bt6 e f fec tuées  simultanément dane les deux modes de 
c u l t u r e  . 
v) Pour chaque cuvée, l ' bvo lu t ion  dans le temps de param&tres liés aux 
changements de l a  biomaese, a l a  product ion  d'embryons t o r p i l l e s ,  à 
l ' abso rp t ion  d e  l ' i on  ammonium a i n s i  qu'à l ' abso rp t ion  de neuf a u t r e s  
macronutriments a e t 6  su iv ie .  
vi) Des r e l a t i o n s  ont  6 t h  B tab l i e s  e n t r e  l a  concent ra t ion  i n i t i a l e  en  
c a t i o n  aaimonium et les c ine t iques  des  parametres mesurés. 
vii) Les r e l a t i o n s  param6triquea des cuvées en b io réac teu re  et en f l a c o n s  
o n t  été comparée8 puis,  quand c e l a  é t a i t  possible, l e u r s  divergences ou 
l e u r s  s i m i l i t u d e s  ont  été expl iquées  en fonct ion  des principales 
d i f fé rences  (notamment le c o n t r a l e  d e  l a  concent ra t ion  de 1 'oxygène 
d i s sous )  e n t r e  ces deux modes de c u l t u r e  in vitro. 
viii) Loraque c e l a  était  poss ib le  et  p e r t i n e n t  l e s  tendances observées o n t  
e t 6  d i s c u t é e s  e n  référence a la l i t t é r a t u r e .  
D e  façon généra le  ce p r o j e t  de  recherche permet de c o n s t a t e r  que, pour la  
l i g n é e  SPlb c u l t i v é e  en mi l ieu  B5 et indiffgremment du mode de c u l t u r e ,  s i  
l a  présence i n i t i a l e  du c a t i o n  ammonium n ' e a t  pas absolument n é c e s s a i r e  à 
l ' ob ten t ion  d'embryons somatiques (des  embryons f u r e n t  p rodu i t s  avec du 
n i t r a t e  comme s e u l e  source  i n i t i a l e  d 'azote)  son abeence c o n s t i t u e  
t o u t e f o i s  une l i m i t e  n u t r i t i o n n e l l e  et  qu'une concent ra t ion  i n i t i a l e  e n  
ammonium d'environ 15  ml4 permet a un maximum d'embryons de completer l e u r  
d6veloppement. Quelque s o i t  l r e s @ c e  végé ta l e  en cause, on peu t  supposer 
que t o u t e  l ign6e  embryoghe c u l t i v 6 e  en  mi l i eu  BS aura  des besoins 
p a r t i c u l i e r s  en  ammonium, t o u t  comme on peut a u s s i  supposer que c e r t a i n e s  
l i g n é e s  au ron t  des besoins p a r t i c u l i e r s  vis-à-vis d ' a u t r e s  ions ,  t e l  que 
cela semblent être le c a s  de  SPlb avec le phosphate e t  le magnésium. 
L'étude d e s  besoins  n u t r i t i o n n e l s  spéc i f iques  à chaque l i g n é e  vége ta l e  
embryogène apparaît donc comme une cond i t ion  néceesa i r e  pour amél iorer  à 
la  f o i s  l a  cornpréhension de  l8embryogen&ser l a  q u a n t i t é  d'embryons 
somatiques obtenues et l e u r  qual i t6 .  
Dans cette perspect ive ,  les travaux p résen tés  i c i  indiquent  que les 
p r i n c i p a l e s  tendances n u t r i t i o n n e l l e s  peuvent être déterminées en f lacons  
a g i t e s  ou e n  b io reac teu r  B rubans h é l i c o ~ d a u x .  Ces mêmes t ravaux montrent 
a u e s i  que p lue  d'embryons et moino de biomasee i nd i f fh renc iee  s o n t  obtenus 
dans ce b io réac teu r .  O r  e i  l ' on  ee  réfke aux rares p u b l i c a t i o n s  où s o n t  
comparées d e s  productions d'embryons somatiques de  p l a n t e s  e n  f l acons  et 
e n  b i o r é a c t e u r s  (Tableau 2.3), c ' e s t  l a  première f o i s  que l a  production en  
b i o r e a c t e u r s  e e t  constamment super ieure  à c e l l e  e n  f lacons  a g i t é s .  Ce fait 
c o n s t i t u e  une preuve qu'un mei l leur  c o n t r e l e  des condi t ions  de c u l t u r e  se 
t r a d u i t  p a r  une production amélior6e d'embryons somatiques dans l a  mesure 
où les cond i t ions  fixées tendent  mieux correspondre a leurs besoins 
physiologiques.  L 8 o r i g i n a l i t B  et le m é r i t e  de  ce p r o j e t  t i e n n e n t  e n  p a r t i e  
a l 'approche et aux r é s u l t a t s  présentés  à l ' appu i  de cette  preuve, même s i  
l ' a n a l y e e  d e s  rendements de croissance  et de production comporte c e r t a i n e s  
lacunes.  
6 0 10 2 PRODUCTION D ' m Y O N S  SOUATIQfTES 
Les r b e u l t a t e  d e  ce p r o j e t  sont  spéc i f iques  B la  l i g n é e  SPlb et  à l a  
méthode de c u l t u r e  cuvée. Néanmoins, dans  1 'opt ique d ' ob ten i r  des embryons 
somatiques a par t i r  de c e l l u l e s  d'une esp&ce vége ta l e  quelconque, ceux-ci 
suggerent:  1) que l a  c u l t u r e  en b io réac teu r  peut  être un a t o u t  important;  
2)  que du B 5  avec une concentrat ion i n i t i a l e  en  cation ammonium à 15 mM 
constitue un bon milieu de départ; 3) qu'il est nécessaire de controler 
l'oxygène dissous; 4) qu'il serait souhaitable d'en faire autant pour le 
dioxyde de carbone et pour d'autres gaz pouvant avoir un effet sur 
l'embryogenèse; 5) qu'il faut pouvoir évaluer rapidement si les ions 
phosphate et le magnhium sont présents en concentrations suffisantes; 
6) qu'il y aurait lieu de modifier la methode cuvée pour celle de cuvée- 
alimentée en glucides de façon b ce que les culture6 ne soient pas 
limitées par le manque de carbone, mais par l'0puisement d'un autre 
nutriment. Quoique simplee, ces quelques lignes directrices n'auraient pu 
etre formulées à l'iseue de la seule revue de littérature du Chapitre 2. 
6.1.3 IMPORTANCE D'UWE R E P R É ~ x o N  JUSTE DE L'EUBRYOGENÈSE S O W I Q U E  
Le fait que la production d'embryons somatiques en bioréacteur a rubans 
hélicoïdaux est constammentmeilleure que celle en flacons agités confirme 
indirectement deux autres pointa importants: 1) l'identification de 
besoins qui changent dans le temps est l'une des principales difficultés 
de l'embryogenèse somatique in vitro et 2) certaines méthodes tradition- 
nelle~ de culture doivent étre remises en question. Ainsi, mëme si l'on 
reconnaît aux embryons somatiques au moine quatre stades de dt5veloppement 
en fonction de changements morphologiques observablee, le développement 
physiologique r6el des embryons d'une lignee quelconque peut comporter 
plus ou moins de stades correepondant à autant d'ensembles de besoins 
spécifiques, chaque ensemble pouvant en consequence requérir des 
conditions phyaico-chimiquee différentes de culture. En d'autres mots, le 
succth de la maîtriee de l'embryogen&se somatique des v8gétaux dépend de 
l'utilisation de tous les moyens disponibles pour mesurer régulièrement 
les besoins d'une culture et pour y apporter les correctifs nécessaires. 
À cet égard il est souhaitable que des marqueurs de développement fiables 
et facilement mesurables soient bient8t mis au point, puisque les moyens 
technologiques de corriger les conditions de culture ne semblent pas 
comporter de difficultés particulieres. 
Par ailleurs, l'ensemble des résultats de cette étude laisse entendre 
qu'il y a lieu de questionner la pertinence de certaines methodes de 
culture. En effet, la filtration dee lignges embryogènee dans le but de 
les synchroniser  (Chée & Cant l i f f e  1992, F u j h u r a  & Komamine 1979a, 
Giuliano et a l .  1983, Eialperin & Wetherell  1964b, Masuda et a l .  1991, 
Mohanty 1992, Nomura & Komamine 1985, Rodrigue2 e t  al. 1988, Warren t 
Fawler 1977, Wetherell 1984, Wilde e t  al. 1988) ne  cons t i tue- t -e l le  pas 
une façon d 'adapter  les l ignées  aux conditionm de c u l t u r e  p lu t& que 
l ' i n v e r s e  souhai té?  Par a i l l e u r s ,  ne fa i t -on  pas a b s t r a c t i o n  des  besoins 
n u t r i t i o n n e l s  des  c e l l u l e s  pour l'oxygène (ou d ' a u t r e s  gaz] quand on 
c u l t i v e  des  embryons s u r  gé loses  ou en f lacons  a g i t e s ?  I l  importe donc de 
t r a v a i l l e r  avec un modèle conceptuel propre à ce proceesus biologique 
complexe qu ' est 1 ' embryogenSse somatique. Conséquemment , il f a u t  é v i t e r  de 
l u i  t r anspose r  des  modèles empruntés a la  c u l t u r e  de microorganismes ou a 
l a  c u l t u r e  de c e l l u l e e  d e  p lantes  v i s a n t  l ' o b t e n t i o n  de métabol i tes  
secondaires,  c a r  dans ces s y s t b e s  les c e l l u l e s  se m u l t i p l i e n t  sans se 
d i f f é r e n c i e r  d e  s o r t e  qu'à un ensemble d e  condi t ions  correspond un produi t  
ou une gamme de  produits  r é s u l t a n t  de vo ies  métaboliques spéc i f iques  e t  
parf o i s  connues. L 'embryogenese est un processus de d i f f é r e n c i a t i o n  
t i s s u l a i r e  comportant une mult i tude de changements métaboliques pouvant 
r e q u é r i r  a u t a n t  d'ensembles p a r t i c u l i e r s  de  condi t ions  physico-chimiques 
d i f f é r e n t e s  de cul ture .  Dans ce contexte, on eepere  que l ' informat ion  
p r é c i s e  m a i s  évidemment incomplète q u i  est rassemblée dans l a  revue de 
l i t t é r a t u r e  du Chapitre 2 et que l a  d iscuss ion des  r é s u l t a t s  analysés au 
Chapitre  5 donnent une représenta t ion  j u s t e  e t  adéquate de l'embryogenèse 
végéta le  somatique, car  c e c i  apparaî t  c r u c i a l  pour progresser  dans sa 
compréhension et s a  maî t r i se .  
6 .2 RECOWANDATIONS 
6.2.1 PROTOCOLE DE 1(0DIPICATION DU MILIEU BS EN AnnOWfUM INITIAL 
La méthode re tenue  pour modifier  l a  concentrat ion i n i t i a l e  en ammonium du 
mi l i eu  85 c o n s i s t e  à combiner dans les proport ions appropriées [Tableau 
4.2) du n i t r a t e  d'ammonium (NH,Nû,) e t  du n i t r a t e  d e  potassium (KNO,) d e  
façon h o b t e n i r  l a  concentrat ion d6s i rée  de  NH,' et A mainteni r  c e l l e  du 
NOi à 25 mM. Tel  qu'expliqué a l a  soue-section 4.2-1, l ' inconvénient  de 
c e t t e  s t r a t é g i e  est que l a  concentrat ion du potassium v a r i e  de  -27 mM -7 
ml4 se lon  le  cas et  l a  v a l i d i t é  des r 6 e u l t a t s  p r h e n t é s  au Chapitre  5 
repose s u r  l 'hypothàse que cette v a r i a t i o n  n ' a f f e c t e  n i  l a  c r o i s s a n c e  de 
l a  biomasse n i  la  production d'embryons. Cependant, il est permis de 
s ' i n t e r r o g e r  s u r  le bien fondé de c e t t e  hypothèse car c e r t a i n e s  é tudes  
mentionnees b l a  sous-sect ion 2.2.4 proposent que le potassium in f luence  
peu t  g t r e  l 'embryogenhe somatique (Bxown et a l .  1976, Tazawa e t  Reiner t  
1969). 
D'une part ,  on coneta te  que l a  cro issance  g loba le  d e  l a  biomasse esche 
n ' e s t  pas a f f e c t é e  par l a  variation de l a  concent ra t ion  du potassium 
pu iequ ' e l l e  demeure à peu pr&s cons tante  d'une cuvée l ' a u t r e  e t  d'un 
mode d e  c u l t u r e  à l ' a u t r e  (Tableaux 5 - 3  et 5.4 a i n s i  que sous-sect ion 
5.2-1-3) .  LFambiguit6 dans les mesures de rendements de cro iaeance  par 
rapport b ce c a t i o n  (Figure 5 .24  et d i scuss ion  correspondante)  n e  permet 
t o u t e f o i s  n i  d e  confirmer n i  d'infirmer ce cons ta t .  D'autre part, l a  
product ion  maximale d'embryons (Figure 5 .2  et  d i scuss ion  correspondante)  
augmente pour une concent ra t ion  i n i t i a l e  e n  c a t i o n  ammonium qui passe  de 
O & 20 mM et,  dans les deux modes de c u l t u r e ,  elle a t t e i n t  une valeur 
s u p é r i e u r e  lorsque  l a  concent ra t ion  d'ananonium est de 15 mM. O r  s u i v a n t  l a  
methode adoptée, quand on augmente la concent ra t ion  e n  ammonium e n t r e  2 et 
20 mM on diminue c e l l e  du c a t i o n  potassium de -25 à 7 mM. Donc lqhypoth&ae 
r e l a t i v e  au potassium eemble va lable ,  t o u t  comme semblaient  le confirmer 
les rendements de  production par r appor t  à c e  c a t i o n  (Figure  5 - 3 2  et 
d i scuss ion  correspondante) .  D e  plus, ceci confirme qu'à la  d i f f é r e n c e  de 
c e r t a i n s  r e e u l t a t s  de Brown e t  de ses col lègues  (1976) il n ' e s t  pas 
nécessaire, du moins dans le cas de l a  l i gnée  SPlb,  d'augmenter l a  
concen t ra t ion  e n  potassium pour ob ten i r  une plue forte production maximale 
d'embryons e t  que l'ammonium est vraisemblablement p l u s  important  que le 
potassium pour l'exubryogenihe. Cela p r é c i s é ,  il est néanmoins p o s s i b l e  que 
s i  la  concent ra t ion  du potassium a v a i t  éte maintenue cons tan te  dans t o u t e s  
les cuvées, l a  production maximale d'embryons eomatiques a u r a i t  été plus 
é l e v e e  dans les cuvées contenant in i t i a l emen t  p l u s  d e  5 mM d'ammonium. 
Ceci mériterait d ' ê t r e  v é r i f i é  avec des  c u l t u r e s  e n  b io réac teu r s  où l ' o n  
u t i l i s e r a i t  seulement du chlorure d'ammonium (NH,Cl) pour modi f i e r  l a  
concen t ra t ion  i n i t i a l e  de l'anunonium, m&me a i  le ch lo ru re  (Cl')  est 
cons idér6  comme un anion potent ie l lement  néf aete pour les c u l t u r e s  
embryogènes. 
6.2.2  LES SOURCES D'A8ûTE 
A la lumigre de travaux effectués avec des lignées embryogenes de carotte 
(Kamada t Barada 1979b & 1984a&b, Wetherell & Dougall 1976) et de luzerne 
(Meijer P Brown 1987, Stu& et al. 1985a, Stuart & Strickland 1984a&b, 
Walker & Sato 1981), il y aurait lieu d'évaluer en bioréacteur à rubans 
htilicoïdaux lee effets d'une utilieation individuelle de certains acides 
aminha (par exemplee : alanine, arginine, glutamine et proline) comme 
source unique d'azote ou en combinaison avec différente8 concentrations de 
nitrate. Selon ces travaux, l'usage d'un ou plusieurs acides aminés dans 
des proportions appropri6es pourrait se traduire par une qualité accrue 
des embryons produits alors qu'une €tude systématique des besoins en 
nitrate pour l'embryogen&se somatique contribuerait a mettre fin à la 
controveree sur les sourcee d'azote, Similairement, il serait intéreesant 
de vérifier à l'aide du bioréacteur Les liens possibles entre certains 
régulateurs de croissance et le cation ammonium (Sharp et al. 1980, Walker 
& Sato 1981) ou entre le maltose et celui-ci (Strickland et al. 1987), des 
liens qui ont été observée pour dee lignees de luzerne. 
6 2.3 AM~IORATIONS ~ & H O W M K ) I Q ~ ~ S  SOVBAITABtES 
Il est soulign6, a la partie 5.2.2.2, que l'étude de 1'embryogenSse 
somatique en bioreacteur B rubans h6licoïdaux bén6ficierait de pouvoir 
effectuer des bilans de maese sur l'oxygène et sur le carbone. Dans cette 
perspective, il est eouhaitable de mesurer l'oxygène consornm& et/ou le 
dioxyde de carbone produit par le8 cultures embryogènes afin de préciser 
le6 hypotheaes relatives aux differences m6taboliquee entre les cellules 
indiff4renciéee et les cellules d'embryon8 somatiques. Cette approche 
contribuerait également a v6rifier ei les culture8 embryogènes comblent 
effectivement une partie de leurs besoins métaboliques en carbone par la 
fixation non-photosynthétique du CO, (Payne et al. 1990). 
À la partie 5-2.2.2 on soulève aussi l'urgence de développer une méthode 
simple et fiable permettant de discriminer rapidement ainsi que de 
denombrer en t o u t  temps, dans l a  biomaase d'une l i g n e e  embryog&ne, les 
embryons somatiques a l e u r s  d i f f é r e n t s  s tades  d e  d6veloppement (amas 
c e l l u l a i r e ,  g lobula i re ,  cordiforme et t o r p i l l e ) .  A cet e f f e t  il y a l i e u  
d e  8' i n s p i r e r  de  travaux rdcents  en imagerie Blectronique p o r t a n t  s u r  
1 ' i d e n t i f i c a t i o n ,  le tri, la c l a s s i f i c a t i o n  et l ' éva luat ion  d 'embryons 
(Cazzulino e t  a l .  1990, Chi e t  a l .  1994, Grand deEsnon e t  al. 1989, 
Hamalainen et al. 1993, B a r r e 1 1  et a l .  1992) .  Toujours a l a  p a r t i e  
5 -2 .2 .2 ,  on m e t  en évidence que le pourcentage du volume de l a  suspension 
qui eet occupé pa r  l a  biomasse humide sMiment6e (%VBS) est un paramstre 
n'ayant aucune va leur  s'il n ' ee t  pas complété pa r  une 6valuat ion  des  
propor t ions  r e l a t i v e s  de c e l l u l e 8  d i f férenci6ee  (embryons complets ou non) 
et de  c e l l u l e s  indiff6renci6es.  On euggere de cons idérer  l ' u t i l i s a t i o n  
d'un co lo ran t  spéci f ique  a l ' u n  de ces t y p e s  de c e l l u l e s  a f i n  d e  procéder 
a une telle 6vaiuation. 
Cer ta ines  exp l i ca t ions  propos6es au Chapi t re  5 concernent l 'avantage du 
b io réac teur  =bans hélicoïdaux s u r  le f l acon  a g i t é  et fon t  r é fé rence  au 
c o n t r 6 l e  de la concentrat ion e n  oxygsne diesous, ou encore à des  e f f e t s  
i n d i r e c t e  poss ib les  de ce lu i -c i  s u r  le  t r a n s f e r t  d ' au t res  gaz dont l e  
dioxyde de carbone e t  l 'éthylgne. D e  telles hypothèses r e s t e s  a être 
v é r i f i é e s  e t  confirmées par d 'aut res  btudes n u t r i t i o n n e l l e s ,  m a i s  auss i  
par de8 recherches fondamentales (biochimie & physio logie  végétales,  
b i o l o g i e  moléculaire,  chimie analyt ique,  e t c )  qui devra ien t  permet t re  de 
f a i r e  des  l i e n s  plue fondamentaux avec le métabolisme énergktique des 
c e l l u l e s  embryogenes engagéee dans les proceesus complexes de 
d i f f é r e n c i a t i o n  et de epéc ia l i sa t ion  t i s s u l a i r e .  Il importe donc de 
développer des  o u t i l s  permettant de  bien d i s t inguer  ces c e l l u l e s  de  c e l l e s  
demeurant i n d i f  férenci6es  e t  d e  l e s  q u a n t i f i e r  [ce q u i  p o u r r a i t  ne pas 
être poss ib le  par  l a  simple u t i l i a a t i o n  d'un co lo ran t )  a f i n  de  pouvoir 
relier l 'absorpt ion  des  macronutriments non seulement l a  cro issance  de 
l a  biomasse e t  à l a  concentrat ion d'embryons t o r p i l l e s ,  mais a u s s i  à des 
concentra t ions  préc isea  de chacun des deux types de c e l l u l e s .  I l  s ' a g i t  l à  
d'une condit ion e s s e n t i e l l e  pour que puissent  e t re  m i s  au p o i n t  des 
modeles mathématiques autant  d e s c r i p t i f s  que p t 6 d i c t i f s  du développement 
n u t r i t i o n n e l  de l*ambryogen&se vggdtale somatique. 
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Enfin, il faudrait que chaque expérience soit effectuée en un nombre 
suffisant de cultures simultan6es (c'est-a-dire partant du même inoculum) 
pour que ses résultats soient statistiquement significatifs. Cela est 
évidemment tres exigeant dans le cadre de cultures embryogenee en 
bioréacteure car chacune demande beaucoup de précaution, de préparation et 
de temps. Toutefois c'est la une condition a l'établissement de tendances 
irréfutable6 et, thentuellement, au développement de modeles mathématiques 
valablee. 
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AHNE= 1 : FIQmCgS -IRES A LA SOUS-SECTION 5.2 .2  
P m i  les six soriee de cuveee effectuhe au coure de la eeconde partie du 
travail expérimental, trois des cinq cuv6es de la serie J sont utilisées 
B la mous-section 5.2.2 pour illustrer une PRODUCTION TYPIQUE d'embryons 
somatiques de la lignée SPlb. Ainsi la quinzaine de figures pr6senteee a 
la sous-section 5.2.2 concernent surtout les résultats de ces trois 
cuvées. Or lee mêmes meeuree et lea mes  traitements de donndes ont €té 
effectues pour toutes les cuv4es de toutes le6 egriea. La préeente annexe 
viee B compl6ter les figures de la soue-section 5.2.2 en rendant compte de 
r6sultats mesure6 et de tendances observ6es dane le6 cinq autres s6tiee de 
cuv6es, dont principalement des cuvées en bior6acteure. Les eections 1.1 
a 1.13 sont nomméea en fonction des f iguree de la mous-section 5.2.2 
auxquellee elles correepondent afin de permettre une réffirence simple et 
directe, alors que par eoucie de clart6 une figure eet ici identifiee 
d'après le numéro de sa section et l'ordre dans lequel elle y apparaît. 
1.1 CO- AUX FIGURES 5.3 ,  5.4 et 5 . 5  
TEMPS (heures) 
F i g u r e  1.1.1 
c o n c e n t r a t i o n  d'embryons somatiques e n  fonc t ion  du temps pour  t r o i s  cuvees 
de l a  série K Bioréac teur  (K,  [NH,+]& 5 mK) : + 
Témoin (T29, [ N H 4 + ] m  5 mM) : 0 
Contrô le  (T30, [ N H 4 + ] d  2 mM) : I 
TEMPS (heures) 
Figure 1.1.2 
Concent ra t ion  d'embryons eomaiziques e n  fonc t ion  du temps pour t r o i s  cuvées 
de l a  serie 1 Bioréac teur  (1, [ N H , + ] w  10 mM) : + 
Témoin (T20, [ N H , + ] m  1 0  mM) : CI 
Contrôle  (T23,  [NH4+ ] ,-2 mM] : I 
Figure 1.1.3 
Concentration d'embryons somatiques en fonction du temps pour trois cuvées 
de la série L Bioréacteur (L, [ N H 4 + ] d 2 0  mK) : + 
T é m o i n  ( T 3 4 ,  [ N H , + ] e 2 0  mM) : 0 
Contrdle ( T 3 6 ,  [NHaf J e 2  mM) : rn 
Figure 1.2.1 
Taux de germination et concentration d'embryons somatiques en fonction du 
temps pour la  c u v h  C ([MI,+]- O mM) en bior6acteut 
Taux de germination en % : [enibryone aomatiquee] : A 
TAUX DE QERMINATION en % 
[EMBRYONS] (Nombre * ml-1) 
TAUX DE GERMINATION en % 
8 8 1 d ~ t 8 8  
.A 
4 
O ?  -4 04 
[EMBRYONS] (Nombre * ml-1) 
1.2 À LA FIGURE 5.6-(Al I suite 
Figure 1.2.4 
Taux de germination et concentration d'embryons somatiques en fonction du 
tempe pour l a  cuvee 1 ( [ N H , + ] w  10 mM) en bioraacteur - Taux de germination en 3 : [embryons somatiques] : A 
Figure 1 .2 .5  
Taux de gemination et concentration d'embryons somatiques en fonction du 
tempe pour l a  cuvée L ( [ N ü , + ] e  20 EN) en bioréacteur - Taux de germination en % : [embryon6 eamatiquee] : A 
TEMPS (jours ou d) 
Figure 1.3.1 
pMOm pour 3 cuvées d e  l a  série G estimé par régression l i n é a i r e  ( ) 
Bioréacteur (G,  [NH4+]- O mM) : 1 
Témoin (T17, [ N H 4 + ] e  O mM) : *  
Contrôle (T19, [ N H , + ] w  2 mM) : X 
TEMPS (jours ou d) 
Fiaure 1.3.2 
p,:, pour 3 cuvées d e  l a  serie E estimé par régression linéaire ( ) 
Biort5acteur (E, [ N H , + ] , w  2 m ~ )  : 1 
Témoin ( T l O ,  [ N H 4 + ] d  2 m ~ )  . ~ r  
Thoin (T11, [ N H 4 + ] m  2 mM) : X 
1.3 C O M P L & ~ E N T ~ L A F I G U R E  5.7  (suite) 
TEMPS (jours ou ci) 
Figure 1-3.3 - 
pM, pour 3 cuvees de la serie K estimé par régression linBaire ( ) 
Bioréacteur (K, [ N H , + ] w  5 mM) : 1 
Témoin (T29, [NH4+]-- 5 mM) : *  
Contrale (T30, pH4+]-  2 mM) : X 
TEMPS aoun ou d) 
Figure 1.3.4 - 
ClHover pour 3 cuvees de la serie I estimé par regreseion lineaire ( ) 
Bioréacteur (1, [NH,+ID(- 10 mM) : 1 
Témoin (T20, [NH,+]& 10 mM) : * 
Contrôle (T23, [NI&+]& 2 mM) : X 
1.3 COKFLhfENT À LA FIGURE 5 . 7  ( s u i t e  
4.00 
3.50- 
TEMPS (jours ou ci) 
Fisure  1.3.5 
pour 3 cuvées de l a  série L estimé par régress ion l i n é a i r e  ( ) 
Bioréacteur (L I  [ N H , + ] ~  20 mM) : t 
Témoin (T34* [ N H , + j u  20 mM) t 
Contrôle (T36, [ N H , + ] d  2 mM) : X 
TEMPS (heures) 
Figure 1.4.1 
Concentration de biomasse sèche en  fonction du temps pour t r o i e  cuvées de 
l a  série G Bioréacteur (G, [Nff,+],- O mM) : 1 
Témoin (T17, [ N H , * ] w  O mM) - * 
Contrôle (T19, [NH,+]-= 2 mM) : X 
1.4 C O M P ~ À L A F I O U R E  5.8 t suite 
TEMPS (heures) 
Figure 1.4.2 
concentration de biomasse eeche en fonction du temps pour tro i s  cuvees de 
la  série E Bioréacteur (E ,  [NH,+]M~M~ 2 mM) : 1 
Témoin (T10, [ N X 4 + ] w  2 mM) : * 
Témoin (TU, [ N H , + ] m  2 mM) : X 
TEMPS (heures) 
Figure 1.4.3 
Concentration de biomasse seche en fonction du tempe pour tro i s  cuvées de 
la  série K Bioréacteur ( K ,  [ N H 4 + l w  5 a) : 1 
Témoin (T29, [ N H 4 + ] d  5 mM) . * 
Contrôle (T30, [Mi,+]- 2 mM) : X 
[BIOMASSE SECHE] (gms * Lsusp-1) [BIOMASSE SECHE] (gms * Lsusp-1) 
TEMPS -1 
Figure 1.5.1 
Concentrations de biomasse sache et d'embryons somatique6 en fonction du 
temps pour la cuvée G ([Ni&+]-- O mM) en bioreacteur 
[embryons] : A [biomasee ebche] : I 
TEMPS -1 
Figure 1.5.2 
Concentrations de biomasse sache et d'embryons somatiques en fonction du 
temps pour la cuv6e E ([NA,+]- 2 mM) en bior8aeteur 
[embryons] : A [biomasse sèche] : I 
TEMPS (hem) 
Figure 1 . 5 . 3  
Concentrations de biomasse eèche e t  d'embryons eomatiques en fonction 
tempe pour l a  cuvée K ([m+]-- 5 mM) en bioréacteur 
[embryons] : A [biomasse sèche]  : D 
TEMPS (llewes) 
Figure 1.5.4 
Concentration6 de biomafme sache et d'embryon6 soutatiques en fonction du 
temps pour l a  cuvée 1 ( [Nii,+]pn~vi~~= 10 rnM) en bioréacteur 
[embryons] : A [biomaeae esche) : 
TEMPS (heures) 
Figure 1.5.5 
Concentratione de biomasse sache et d'embryons somatiques en fonction du 
temps pour l a  cuvée L ( [ N H , + ] m  20 mK) en bioréacteur 
[embryons] : A [biomasse sèche] : a 
TEMPS (hmma) 
Figure 1.6.1 
Concentration d e  biomasse humide en fonction du temps pour l e u  s ix  cuv6em 
e n  bioréacteur 2-L 
G ( O  ml4 NI&+) : * E (2 mM NFi,+) : a K (5  KIM NE&+) : n 
I (10 m~ NH,+): + J (1s mn NH,+): 1 L ( 2 0  mnr W.+): A 
TEMPS (heures) 
Figure 1.7.1 
Ratio [biomasse humide]/[biomasse s&che] et concentration d'embryons en 
fonction du tempe pour la cuvée G ( [ N H , + ] d  O mM) en bioréacteur 
Ratio : 1 [embryone somatiques J : A 
fEMPS -1 
Figure 1.7.2 
Ratio [biomasse humide]/[biomasse s&che] et concentration d'embryons en 
fonction du temps pour la cuvee E ( [NH,+],- 2 mM) en biareacteur 
Ratio : 1 [embryons somatiques] : A 
1.7  Co- À La FIGURE 5.11 (suite) 
TEMPS b m s )  
Figure 1.7.3 
Ratio [biomasee humide] / [biomasse sèche] et concentration d'embryons e n  
fonction du temps pour l a  cuv6e K ( [ N H , + ] d  5 mM) en biorbacteur 
Ratio : 1 [embryons somatiques ] : r 
Figure 1.7.4 
TEMPS mm 
Ratio [biomaese humide] j (biomasse sache j et concentration d 'embryons en 
fonction du tempe pour la cuv6e I ([NH,+]- 10 mM) en bioréacteur 
Ratio : 1 [embryons aomatiques] : A 
CO- À LA FIGURE 5.11 f suite 1 
TEMPS (heures) 
Figure  1.7.5 
Ratio [biomasse humide]/(biomasse sache] e t  concentration d'embryons en 
fonct ion  du temps pour l a  cuvée L ( [ N H , + ] d  20 mM) e n  biorhacteur 
Ratio : 1 [embryons somatiques] : r 
TEMPS (hem@ 
Figure 1.8.1 
Volume d e  biomasse sédimentGe ( V B S )  et  concentration d'embryons eomatiques 
en  fonct ion  du tempe pour l a  cuvée G ([NH4+]=- O mM) en bioreacteur 
% VBS : I [embryons] : A 
TEMPS (hews) 
Figure 1.8.2 
V o l u m e  de biornaase eédimentée (VBS) et concentration d'embryons somatiques 
en  fonc t ion  du tempe pour l a  cuvhe E ( [ N X , + ] w  2 mM) en bioréacteur 
% VBS : 1 [embryons] : L 
TEMPS M s )  
Figure 1 .8 .3  
Volume de biomasse sédimentée (VBS) et concentration d'embryons somatiques 
en fonc t ion  du tempe pour l a  cuvée K ([Ni&+]- 5 mM) en bioréacteur 
% VBS : I [embryons] : A 
TEMPS (heures) 
Figure 1.8.4 
Volume de biomaame ddimentée (VBS ) et concentration d ' embryon6 somat iquem 
en fonction du temps pour la cuv6e 1 ( [ N H , + ] m l O  mN) en bioreacteur 
% VBS : 1 [ embryons ] : A 
TEMPS (heures) 
Figure 1.8.5 
Volume de biomasse sedimentée (VBS) e t  concentration d'embryons somatiques 
en fonction du temps pour la cuvée L ( [ N & + ] ~ 2 0  mM) en bioreacteur 
$ VBS : I [embryons] : A 
TEMPS (heures) 
Figure 1.9.1 
Concentrations d'embryons somatiques de bioplasee sache et de g lucides  e n  
fonction du tempe pour l a  c u d e  G ((NH++]- O mM) en biorgacteur 
[embryons] : A [biomasse eèche] : I [glucides totaux] : 
TEMPS m s )  
Figure 1.9.2 
Concentrationi d'embryons somatfque~ de biomasee sache et de g lucides  en 
fonction du temps pour l a  cuvQe E ([Ni&+]- 2 mN) en biorgacteur 
[embryonel : A [biomasse esche] : 4 [glucides totaux] : * 
1.9 CO- À LA TI- 5.14-(A) (suite) 
TEMPS (bues) 
Figure 1.9.3 
Concentrations d'embryons somatiques de biomasse seche et de glucides en 
fonction du tempe pour l a  cuv6e K ([Ni!&']- 5 mH) en biorgacteur 
[embryons] : A [biomasee eàche] : rn [glucides totaux] : 
TEMPS (heures) 
Figure 1.9.4 
Concentrations d'embryons somatiques de biomaase s k h e  et de glucides en 
fonction du temps p u r  la cuvée 1 ([NA,+]- 10 nü4) en bioréacteur 
[embryons] : A [biomasse s&che] : I [g luc ides  totaux] : * 
TEMPS (heures) 
Figure 1.9.5 
Concentrations d'embryone somatiques de biomasse sache e t  de glucides en 
fonction du temps pour l a  cuvée L ([NI&+]- 20 mM) en bioréacteur 
[embryons] : A [biomasse s&che] : I [glucides totaux] : 
- . m  . TEMPS (heures) Figure A. ru.  L 
Concentrations d'embryons somatiques e t  des cations calcium, magnthium, 
potassium et sodium en fonction du temps pour l a  cuvée G ([MI,+]- O mM) 
[eabryons somatiques] : r [KI : O 




Concentrat ion. d ' embryonm momatiquer et d e  cation.  calcf um, magn6sFum, 
potassium et sodium en fonction du temps pour la cuvée E ( [ N H , ' ] u  2 mM) 
[embryons eomatiques] : A [KI : 
[Mg] x20 : 1 [Na] x2O : f [Ca] x2O : 1 
Concentrat Fons d ' embryons somat iquea et des c a t  Fona calcium, magneaium, 
potassium et sodium en fonction du temps pour la cuvée K ( lm+]- 5 mM) 
(embryons somatiques ] : A [KI : n 
[Mg] x20 : 1 [Na] x2O : 1 [Ca] x2O : X 
1-10 CO- À LA FIGURE 5.15-(A) ( suite ) 
Figure  1.10.4 
Concentrat ions d'embryons somatiques e t  des ca t ions  calcium, magnésium, 
potassium et sodium en fonction du temps pour l a  cuvée 1 ( [ N H 4 + ] d 1 0  mM) 
- - 
[embryons somatiques] : A [KI-? 0 
[Mg] x20 : rn [Na] x20 : 1 [Ca] x20 : X 
Figure 1.10.5 
Concentrat ions d'embryonm somatiques et  des ca t ions  calcium, magn6eium, 
potassium e t  sodium en fonction du tempe pour la  cuvée L ( [ N H 4 + ] ~ 2 0  mK)
[embryons somatiques] : r [KI : 0 
[Mg] x2O : rn [Na] x2O : 1 [Ca] x20 : X 









-100 g - 2 
-60 g - k Y 
t 10 
O 300 500 700 
TEMPS (heures) 
Figure 1.11.1 
Concentrations d'embryons somatiques et du cation ammonium en fonction du 
temps pour l a  cuv6e E ([NH,+]& 2 mM) en bioréacteur 
[embryons somatiques] : A [ammonium] : 1 
TEMPS (heures) 
Figurr 1.11.2 
Concentratione d'embryone mmatiquee et du cation ammonium en fonction du 
tempe pour l a  cuv6e K ( [ N i i , + ] w  5 mH) en bior4acteur 
[embryons eomatiques] : A [ammonium] : 1 
TEMPS (heures) 
Figure 1.11.3 
Concentrationr d'embryons romatiquem et du cation ammonium en fonction du 
temps pour la cuvée 1 ( ( N H , + ] w  10 mM) en bioréacteur 




Concentrations d'embryon6 eomatiquee et du cation ammonium en fonction du 
tempe pour la cuv6e L ( [ N H , + ] u  20 mM) en biorgacteur 
[embryons somatiques] : A [ammonium] : 1 
Figure 
Concenttationn d'embryon8 romatiquee et de8 anions phoephate , chlorure,  
n i t r a t e  et eulf  a t e  en fonction du temps pour la  cuv6e G ( [ N H , + ] e  O mM) 
en bior6acteur [ embryons somatiques ] : A 
[phoephate] x20 : X [chlorure] x10 : 1 




Concentrations d'embryons somatique6 et des anions phoephate, c h l o ~ r e ,  
n i t r a t e  et sulfate en fonction du temps pour la cuv6e E ( ( N H , + ] e  2 mM) 
en bioréacteur [ embryons somat igues ] : A 
[phosphate] x2O : X [chlorure] x10 : 1 
[nitrate] : I [ su l fa te ]  x10 : 0 
1.12 À LA FI- 5.17-(A> (suite 1 
Figure I. 12.3 
Concentrationi d'embryons ramatiquea et de6 anions phosphate, chlorure, 
n i t r a t e  e t  s u l f a t e  e n  fonct ion  du temps pour l a  cuv6e K ( [NET,+]- 5 mM) 
e n  bior€acteur [embryons somatiques] : A 
[phosphate] x20 : X [chlorure] x10 : 1 
[nitrate] : I [ su l fa te ]  x10 : O 
Figure 
Concentrations d'embryons somatiques et des  anions phoephate, chlorure, 
n i t r a t e  e t  s u l f a t e  en fonction du temps pour l a  cuvée 1 ( [ N E I , + ] w  10 mM) 
en bioréacteur [embryons somatiques J : A 
[phosphate] x20 : X [chlorure] x10 : I 
[n i t ra te ]  : I [ su l fa te ]  x10 : O  
concentrations d'embryons somatiques et des anions phosphate, chlorure, 
n i t r a t e  et eul f  a t e  e n  fonct ion  du tempe pour l a  cuvée L ( [NE&+] 20 mK) 
en bioréacteur [embryons somatiques] : A 
[phosphate] x20 : X [chlorure] xlO : 1 
[ n i t r a t e ]  : a [ su l fa te ]  x10 : 
TEMPS (heures) 
Figure 1.13.1 
Concentration6 d'embryon6 somatiques et de deux ions azote6  en f o n c t i o n  du 
tempe pour la cuv&e G ( [ N H , + J d  O mK) en bioreaeteur 
[embryons] : A [ammonium] : 1 [ n i t r a t e ]  : I 
Figure 1.13.2 
TEMPS -1 
Concentrations d'embryon6 somatiques et de deux ions azotée  en fonction du 
temps pour la cuv€e E ([Nf4+]- 2 atM) en bioréacteur 
(embryons] : A [a~mionium] : 1 [ n i t r a t e ]  : I 
TEMPS (heues) 
Figure 1.13-3 
Concentrationm d'embryon6 momatiquee e t  de deux i ons  azot6s e n  fonct ion  du 
tempe pour l a  cuv6e K ((Ni&+]- 5 mM) en bioréacteur 
[embryons] : A [ammonium] : 1 [ n i t r a t e ]  : I 
F i g u r e  
TEMPS (hem) 
1-13-4 
Concentrations d'embryons somatiques et de deux i o n s  azote6 en fonction du 
temps pour la cuvée 1 ([NEfi+Iwc 10 mM) en bioréacteur 




Concentrations d'œubryonm momatiquee et de deux ion6 azotes en fonc t i on  du 
temps pour la cuvée L (lm+]- 20 mM) en  bioréacteur 
[embryons] : A [ammonium] : 1 [ n i t r a t e ]  : 
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TEST TARGET (QA-3) 
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